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@ ConJugu6s macromoldculalres d'hdmogiobine, leur proced6 de preparation et lews applications. 

(g) L'lnvention a pour object un proced6 de preparation de 
conjuguSs macromoi^culaires hydrosolubles d'hemoglobine, 
caract6rf56 en ce que : 

- on fixe, dans une premiere 6tape, des sites Z sur un polym^re 
P, les sites Z contenant d'une part au moins une charge 
negative port6a par exemple par des groupes sulfates et 
destinde & crder une liaison lonique avec l'h6mogiobine. et 
contenant d'autre part au moins par exemple par une groupe 
carboxylique. et destin6 k order une liaison covaiente avec 
I'hdmogioblne, 

- puis dans une seconde dtape. on fait rdaglr le poiym^re P 
comportant le ou les sites Z avec de rh6mogloblne sous forme 
oxyg6n6e. pour former d'une part au moins une liaison lonique 
entre Tun au moins des sites Z port6s par le polymdre et 
rhSmoglobine et d'autre part au moins une liaison covaiente 
entre le m6me susdit site Z portd par le polymdre et 
rhdmogloblne. 

Les con]ugu6s macromoldculalres obtenus par ce proc6d6 
prdsentent pour Toxygdna une affinitd inf6rieure & ceite de 
rh6moglobine fibre. 
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Description 

CONJUGUES MACROMOLECUUURES D'HEIMOGLOBINE, l^UR PROCEDE DE PREPARATION ET LEURS 

APPLICATIONS 

invention concerne de nouveaux conjugues macromol§culaires, !eur proc§d6 de preparation et leurs 
5 applications comme transporteurs d'oxyg&ne, notamment dans le cadre des transfusions. 

On sai't qu'll est possible d'injecter par voie intraveineuse une solution aqueuse d'h6moglobine exempte de 
stroma et rendue isotonique du sang. 

Or run des lnconv6nlents que prfesente rh6mogloblne est qu'elle ne reste pas dans le circuit sanguin nials 
qu'elle diffuse ^ I'ext6rleur du systSme vasculaire, en raison en partlculler de sa petite taille. 
10 Afin de rem^dier & cet Inconvenient, c'est d dire afin d'augmenter la persistance intravasculalre de 
rhemoglobine libre dans le cadre de son utilisation comme "substitut" du sang ou de sclut6 de remplissage 
transporteur d'oxygdne. plusleurs proc§d6s ont 6te utilises. 

On a, par exemple, fbc6 rh6moglobine d des macromol6cules hydrosolubles d6pourvues de toxicite. non 
antlgSniques et hdmocompatlbles. 
rs C'est ainsi que de nombreux exemples d*h6moglobines modifiees par la fixation chimique de polymeres 
hydrosolubles montrent que le temps de s6Jour de rhfemogloblne dans I'organisme peut dtre largement 
augments. 

ParmI ies differents poIymSres utilises, les plus courants sont les polysaccharides et notamment le dextrane 
(brevet franpals n*' 2.328.478) Thydroxyethylamldon (brevet franpais 2.328.478), I'inuline (demande de 
20 brevet europeen n** 43.675), et les polyalkyldnegfycols et plus partlcuiierement le polyethylene glycol 

Cependant dans tous les cas, rh6mogloblne aInsi modifiee par fixation directe de ces polymeres, possdde 
des propri6tes oxyphoriques mal adapties a une utilisation en transfusion sanguine. 

On rappelle, en effet, qu'un substitut sanguin ne peut jouer un role Equivalent a celui qu*assume 
I'hemoglobine intraerythrocytaire native que dans la mesure oCi la combinalson qu'll forme avec I'oxygdne est 
2S reversible, c'est 4 dire qu*il est capable de fixer I'oxygene, (rhemoglobine est alors sous forme oxygenee) 
mals egalement capable de relarguer facflement I'oxygene {rh6mog!oblne est alors sous forme d6oxygenee). 

Cette propriet6 vis & vis de I'oxygdne est caract6risee par la courbe (appelee courbe de Barcroft) qui 
correspond d la variation de la quantit6 d'oxygene retenue par unite de masse du transporteur en fonction de 
la pression partielle de I'oxygdne contenue dans I'atmosph^re a laquelle rh6mogloblne est exposee. 
30 Dans le cas d*une solution aqueuse de rhemoglobine native (concentration 15 jimoles/litre) cette variation 
est representee par le trace de reference represente sur la figure 1, repr6sent6 a pH 7.2 ^ 25"" C. 

L'un des paramdtres associe a cette courbe est la pression de deml-saturation (Pso) qui est la pression 
partielle de I'oxygene A laquelle 11 taut soumettre la solution d'h6mogloblne pour qu'elle absorbe une masse 
d'oxyg6ne 6quivalant ^ 50 o/o de la quantity maximum A laquelle elle est capable de se combiner. Or dans le cas 
35 de rhemoglobine modifi6e (hfemoglobine couples a des polymeres) comme indique ci-dessus, la courbe de la 
figure 1 repr6sentant ie pourcentage de I'oxygdne combine a rhemoglobine sous des pressions partielles d 
oxygene detenninees. subit une translation vers la gauche par rapport a la courbe correspondent d 
rhemoglobine native. 

Ceci signifie que la pression Pso de rhemoglobine modifl6e est inf6rieure k celle de rhemoglobine native; en 
40 d'autres termes I'hemoglobine modifiee pr6sente une affinite trop forte vis a vis de roxygfene. ce qui a pour 
inconvenient que I'oxygene ne peut 6tre restituee rapidement aux tissus Imgu6s. 

Cette modification des propri6tes oxyphoriques de rh6mogIoblne modlfiSe peut s'expliquer notamment 
pour les raisons suivantes : 

- I'hemoglobine native subIt ^ rint6rieur du globule rouge, influence du dlphospho-2.3-glyc6ratB (2.3 DPG) qui 
45 est I'effecteur natural intraerythrocytaire, qui s'assocle avec les amines du site allosterlque de la 
deoxyhemoglobine, ce qui abalsse raffinit6 de rhimogloblne vis & vis de I'oxygdne. 

Des amfellorations pour rem6dler k cet inconv6nlent ont 6t6 proposees en effectuant le couplage entre des 
polymeres et de rh6moglobine. en presence d*effecteurs temporaires (ou ligands) tela que le dlphospho- 
2,3-gIyc6rate ou r inositol hexaphosphate et en absence totale d'oxyg6ne (brevet franpals n" 83.145.45). 
50 Ces substances polyphosphatees complexent fortement le site allosterlque de la d^oxyhfemogloblne. 
stabilisant cette dernidre. et protegent de cette fapon les sites amines qui sont essentials pour le processus 
de transport de I'oxygdne. 

Cependant ces effecteurs sont §iiminSs soit au cours des Stapes de purification des conjugu6s polymeres 
de rhemoglobine. solt dans le plasma, dans le cas oCa la purification n*a pas entralnfi rellmlnatlon des 
55 effecteurs. en raison des conditions dissociatives du plasma 

Pour remedier k cet inconvenient, on a propose d'avoir recours k des effecteurs permanents, par exemple 
en fixant du pyridoxai-5'-phosphate (Japan Kokal Told^yo JP n° 59.104.323). 

On a egalement propose d'uttliser des Ifgands avec ptusieurs groupes phosphates qui, aprds fixation sur 
rhemoglobine, diminuent senslblement son affinite pour l'oxyg6ne. 
60 Cependant, run des lnconv6nlents presentee par ces composes est que leur obtentlon met en oeuvre 
plusieurs operations sur I'hemoglobine et en tout cas plus de deux, ce qui provoque la formation de prodults 
de degradation, notamment de methemoglobine. 
On a egalement propose, dans la demande de brevet France n" 86.09625, des conJugu6s macromolecu- 
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(aires d hSmoglobine, dont la taille est telle que leur dlffusMt6 extravasculaire est llmlt^e, voire annulde, qui 
sont prot6g6s contre les conditions dissoclatlves du plasma, dont les propri6t6s oxyptiorlques ne sont pas 
alt6r6es, mais amglior^es par rapport & cetles de rh^mogloblne libre, et dont la pr6paratlon limite le nombre 
d'6tapes r6actionnelles sur rhSmogtobine. 

Or. ces composes sont pr6sent6s comme 6tant obtenus par un proc6d6 en deux Stapes, k savoir fixation de 5 
sites 2 portent des charges anioniques sur le polymfere P, suM de la reaction entre le polymdre P sur lequel ont 
6t6 fix6s les sites Z et rh§moglobine, sous forme d6oxyg6n§e, en i'absence d'oxygdne. 

Ce proc6d6, toutefois simplifi6 par rapport aux proc6d6s existant, peut dtre difficile & mettre en oeuvre & 
r6chelle industrlelle. surtout dans le cas oH Ton met en oeuvre des volumes importants de solutions de 
d6oxyh6moglobine. la difficultd 6tant par aiileurs accrue dans la mesure oD II est nScessalre de travailler en 10 
Tabsence d'oxygdne. 

Or, la Soci6t6 Demanderesse a trouvd de fapon tout 4 fait inattendue un nouveau proc6d6 d'une part 
permettant de preparer certains des conjugues qui font Tobjet de la demands France n* 86.09625 et d'autre 
part penDottant d'6tendre I'accds de I'homme de I'art k de nouveaux con|ugu6s qui pr6sentent de bonne 
propri6t6s oxyphoriques les rendant aptes & une utilisation in vivo comme substitut du sang. 75 

li s'est en effet av6r6 que certains conJugu6s de couplage de l'h6mogIoblne pouvaient etre obtenus en 
mettant en oeuvre de rh6mogloblne sous fornie oxyg6nee, et en travaillant dans des conditions n'impliquant 
pas Pabsence d'oxyg§ne. 

Or. la possibilit6 de preparer des conjugues macromol6cuIaires d'h§moglobine en utilisant de 
Thfemogloblne sous forme oxyg6n6e est toute d fait surprenante et va d I'encontre tant des donn6es connues 20 
sur la conformation de Themoglobine que des r6sultats obtenus ^ ce jour. 

En effet, compte tenu des donnfees connues de la conformation de I'hfemoglobine et notamment le fait que 
sous forme d6oxy. certaines des amines de rh6mogloblne participent au verroulllage de rh6mogloblne en 
6tabllssant des ponts salins d6finis ci-aprds, ces amines de l'h6moglobine engagees dans les ponts salins ne 
peuvent done pas r6agir facilement avec le polymer©. Lorsque la d6oxyhemogloblne et le potymere sont 25 
coupl§s dans le conjugu6 macromoI6culaire d'hemoglobine obtenu» ces amines peuvent alors continuer a 
assurer la transition de conformation oxy « deoxy de i'hemoglobine. De plus, la d6oxyhemogloblne possede 
un site (site al!ost6rlque P) tapisse de fonctions amines capables de s'assocler 6nergiquement avec des . 
structures renfermant des groupes anioniques. Les polymdres portent des charges anioniques vont done 
reagir pr6f6rentiellement ^ ce niveau et s'ils portent des fonctions reactives telles que carboxyle, aldehyde ou 30 
OH, r6agir k rint6rieur de ce site pour donner des conJugu6s oCi rh6moglobine deoxy est stabllls6e. par 
contre, quand rh6mogloblne est sous forme oxyg6nee, les ponts salins n'existent plus, et les amines 
con-espondantes peuvent done reagir avec le polymdre, quel qu'il solt. Le resultat de ce couplage conduit a 
des conjugu6s dans lesquels I'hemoglobine se d6soxygene difficilement. les amines modlfi6es par le 
polymdre ne pouvant plus 6tabllr les ponts salins stabilisant la fonme d6oxy de l'h6mogIoblne. Par aiileurs, le 35 
site p est tr§s d§sorganis6 et I'effet d'orientation par les groupes anioniques du polym^re ne peut plus jouer. 
On obtient ainsi des conjugufes poss6dant une P50 tr6s basse. 

Ces hypotheses ont 6t6 confIrm6es par les r^sultats obtenus avec des polymeres comportant 

- des sites 2 comportant des charges anioniques constituSes par des phosphates et/ou des sulfates, et/ou 
des carboxylates et 

- des groupes carboxyllques. aldehyde ou OH non situes sur les susdits sites Z, 

et dans lesquels la liaison lonique est Stabile entre le phosphate et/ou le sulfate, et/ou le carboxylate des sites 
Z du polym6re et rh6mogloblne et la liaison covalente est 6tablie entre les groupes carboxyliques, aldehyde ou 
OH situ6s sur le poIymSre. et I'hfemogloblne. 

En effet. lorsque de tels polym6res sont mis ^ reagir avec rh6moglobine sous forme oxygenSe, la P50 du 45 
conjugufe macromol§cuiaire d'hemoglobine ievient inferieure k ceile de Thfemogloblne native. 

Des r6sultats obtenus avec des polymeres comportant des groupes carboxyllques. lesquels 

- d'une part, sous forme carboxylate, servent de charges anioniques 6tablissant des liaisons lonlques entre le 
poiymdre et Thdmoglobine 

- et, d*autre part, entrent dans I'etablissement des liaisons covalentes entre le polymfere et Phfimogloblne mais so 
dans lesquels les groupes carboxyliques qui sont engages dans les liaisons covalentes ne sont pas situSs sur 

les sites Z qui portent les carboxylates qui 6tablissent les liaisons ioniques, ont prouv6 que les conjugues 
d'hfemogloblne pr6par6s ^ partir d'h6mogloblne sous forme oxyg6n6e pr6sentent une Peo infferleure ^ celle de 
rh6moglobine libre ; en d*autres termes, de tels conJugu6s d'hemoglobine n'ont pas de propridtds 
oxyphoriques intSressantes (of. Preparative Biochemistry 14(4), 313-329 (1984)). 55 

Or. la possibility de preparer des conJugu6s d'hemoglobine pr6sentant des propri6t6s oxyphoriques 
int6ressantes A partir d*h6mogloblne oxyg6n6e a 616 obtenue grdce au proc6d6 de I'invention. 

On a par aiileurs d6j& propos6 des con]ugu6s macromol6cula!res d'hemoglobine dans lesquels 

- la liaison lonique entre le polymdre et l'h6moglobine est 6tablle entre des sites Z du polymdre portant des 
charges anioniques et l*h6moglobine et go 
' la liaison covalente est 6tablle 

. soil entre des sites Z du polym§re et I'hemoglobine, 

. solt entre le polymere et Themogloblne, sous rSserve de conditions entre la nature de la charge anionique, le 
nombre de charges anioniques et le nombre de monomeres. 
Or, on a constate de fapon inattendue qu'il suffisait d'au moins une charge anionique par poiymdre, sous 65 
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reserve que la charge anionfque et lafoncllon susceptible de former la liaison covalente entre le polymere et 
rh6moglobtne solt sltuSe sur le mgme site Z. 

L'un des buts de Tlnvention est de foumir un nouveau precede permettant d'obtenir facilement des 
conjugufes macromoteculalres physiologiquement compatibles, et susceptlbles de fixer roxygSne r6verslb[e- 
5 ment. 

Uun des buts de IMnventlon est de fournir un nouveau procede permettant d'obtenir facilement des 
conjugu6s macromoI6culaires susceptlbles de restituer I'oxygene plus facilement que I'hemoglobine libre. 

L'un des buts de Tinventlon est de proposer un nouveau proced6 permettant d'obtenir des conjugues 
macromoteculatres faciles a synthetiser a I'^chelle Industrielle. 
10 L'un des autres buts de I'inventlon est de fournir un nouveau proc6d6 permettant d'obtenir des conjugufes 
macromol6culaires d"h6mogIoblne. en soumettant rh6mogloblne au plus & deux 6tapes. et g6n6ralement ^ 
une seuie Stape. 

L'un des autres buts de I'inventlon est de proposer un nouveau proc6d6 permettant d'obtenir facilement 
des volumes Importants de solutions aqueuses contenant des conjugues macromol§culaires d'h§moglobine 
IS susceptlbles d'etre utilis6es comme substltut du sang, notamment dans les interventions necessitant des 
transfusions ou la perfusion d'organe. 

L'un des autres buts de I'Invention est de foumir un nouveau proc§d6 permettant d'obtenir facilement des 
solutions d'hemogloblne dont les proprietes oxyphoriques, rev6l6es par une augmentation de la Pso in vitro 
par rapport k I'hemoglobine libre, demeurent stables in vivo. 
20 L'un des autres buts de I'inventlon est de proposer un nouveau proc6d6 permettant d'obtenir facilement 
des composes macromoI6culaires d'iiSmogioblne pr6sentant i la fols une affinity mod6ree par rapport h 
roxygdne. ainsi qu'un volume hydrodynamlque 6lev6, entraTnant au cours d'exp6riences transfusionnelles. 
raugmentatlon de la persistance Intravasculaire de I'hfemoglobine par suppression de I'hemoglobinurle. 
L'un des autres buts de I'inventlon est de proposer un nouveau proc6de permettant d'obtenir facilement 
25 des conjugu6s macromoleculalres d'hemoglobine qui pr6sentent d'excellentes proprietes oxyphoriques 
r^velees par une augmentation de la P50 in vitro par rapport a I'hemoglobine libre, dans lesquels le poiymire 
utilise, mis en presence d'h6moglobIne mais dans des conditions de non couplage avec rhfemoglobine. 
n'entraine pas n6cessairement d'augmentation de la P50 par rapport 4 I'hemoglobine libre. 
L'un des buts de I'Invention est de proposer de nouveaux conjugues macromoleculalres presentant 
30 d'excellentes propri6t6s oxyphoriques rev6lees par une augmentation de la P50 in vitro et dont la Pso puisse 
etre ajustee correlativement au nombre de liaisons ioniques stabiles entre le polymere et Themoglobine. 

Le procede de preparation de conjugues macromoleculaires hydrosolubles d'hemogloblne, non 
biodegradables ou peu biodegradables, pendant le temps durant tequel le conjugu6 macromoI§culaire doit 
assurer des fonctions oxyphoriques dans le plasma, pr6sentant pour I'oxygdne une afflnlt6 inf 6rleure d celle de 
35 I'hemoglobine libre. caracteris6 en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape. des sites Z sur un polymdre P, k raison d'au moins un site Z par chaTne de 
polymere, le polymere P etant hydrosoluble, non toxique. de preference non antigenique. hemocompatlble, de 
masse moieculaire d'environ 1 000 e environ 500 000. de preference d'environ 1 000 d environ 100 000, 
comportant un ou plusieurs groupes polaires. de preference des groupes hydroxyles, carboxyliques oil 

40 amines, et les sites Z contenant d*une part au moins une charge negative portfee par des groupes. sulfates 
et/ ou phosphates et/ou carboxylates. et destln6e a creer une liaison lonlque avec I'hemoglobine, et contenant 
d autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH. destine k cr6er une liaison covalente avec 
rhemoglobine, 

soil en utilisant un compose Z-Y dans lequel Y est une fonctlon active ou activable k {'aide d*un agent 
45 d'activation, telle que aldehyde, carboxylique, amine, hydroxyle ou halogdne, ou blen 
. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymdre P ; 

- puis dans une seconds etape, on fait r6aglr le polymdre P comportant le ou les sites Z avec de I'hemoglobine 
sous forme oxygenee. dans un milieu non d6oxygen6. dans des conditions telles que rhemoglobine ne 
subisse pas de denaturation et puisse passer aprds couplage avec le polymere de fa^on reversible de la forme 

50 oxygenee k la forme d6oxyg6n6e. en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 k environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre l'un au moins des sites Z portes par le polymere et 
I'hemoglobine et d'autre part au molns une liaison covalente entre le mSme susdit site Z porte par le polymere 
et rhemoglobine, 

- lorsque la reaction cWessus Indiquee conduit 6ventuellement k des fonctions imines, celles-ci peuvent etre 
^ stabilisees en fonctions amines, par exemple par reduction k I'alde de NaBH4, NaCNBHa. le dimethylaminobo- 

rane ou HCX50H. 

Par commodite de langage, dans la suite du texte, et sauf Indication contraire, I'expression "site Z" 
correspond au site Z aprds fixation sur le polymere. 
Dans ce qui precede et ce qui suit, on utilise I'adjectif ■cart)oxylate'' pour designer la charge 
€0 anionique - provenant d'un groupe carboxylique - qui intervient dans la liaison ionique entre le polymdre et 
rhemoglobine et I'adjectif •carboxylique" pour designer la fonctlon - provenant egalement d'un groupe 
carboxylique. mais different du precedent - qui etablit la liaison covalente entre le polymdre et i'hemoglobine. 
L'adjectif "carboxylique* englobe egalement I'anhydride forme k partir de deux groupes carboxyliques. 
De plus la charge anionique provenant d'un carboxylate peut egalement provenir d'une fonction anhydride. 
65 On a constate qu'il etait possible d'utiliser de I'hemoglobine sous forme oxyg6n6e, dans des conditions 
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nMmpliquant pas I'absence d'oxyg^ne. Plus pr6cis6ment. on a constats : 

- que par example il est inutile de d^oxygdner en bolle k gants et de mettre sous vide ies solutions utilis^es 
pour dissoudre le polymdre, lorsque celui-ci a M lyophi!is6 aprds qu'on y a fix6 les sites Z ; 

- qu'il est 6galement inutile aprds d6oxyg6nation des susdites solutions d'effectuer un baiayage & i'azote, 

- et qu'il est ^atement inutile de tralter I'h^mogloblne par les 6tapes indiqu6es ci-dessus. a savoir 5 
d6oxyg6nation de rh6moglobine en boTte k gants. mise sous vide et baiayage a I'azote et inutile d'avoir i 
op6rer ult6rieurement en I'absence d'oxyg^ne, afin d*effectuer le couplage entre ie potymdre et rh6moglobine. 

On a constats 6galement que ce proc6d6 n'est applicable que dans ia mesure oO le site Z porta 
simultanSment : 

- des groupes anioniques. choisis panml les sulfates, phosphates, carboxylates et 10 

- des groupes carboxyliques, ald6hyde ou OH. 

En d*autres termes. ce precede n'est applicable que si une liaison lonique et une liaison covalente sent 
6tablies entre le polymere et l'h6moglobine, par rinterm§dlaire d'au moins un mfime site Z porteur des 
groupes appropriSs. 

Le proc6de de I'invention ne s'applique done que dans la mesure oO : ts 

- ii y a 6tablissement d'une liaison lonique entre un groups phosphate, sulfate ou carboxylate. situ6 sur un site 
Z port§ par le polymere, et ThSmoglobine, 

- et le susdit site Z comporte 6galement un groupe aldehyde, carboxyllque ou OH qui forme une liaison 
covalente entre le polymere et rh6moglobine. 

En d'autres termes, le proc6d6 de I'invention ne s'appllque pas aux polym^res comportant 20 

- d'une part des sites Z. porteurs d'un groupe anionlque cholsl parmi le sulfate, phosphate, carboxylate 

- et d'autre part des groupes carboxyliques, aldehyde ou OH, non situes sur les susdrts sites Z. 

En d'autres termes, le site Z avant fixation sur le polymere comporte au moins trois groupes fonctionneis qui 
sont tels que : 

- Tune des fonctlons est une fonction permettant d'attacher le groupe Z sur le polymere, 25 
- 1 'une des fonctlons est une fonction sulfate, phosphate ou carboxylate susceptible d'6tablir une liaison 
lonique avec une amine du site allosterique de I'h^moglobine, 

- I 'une des fonctlons est une fonction aldehyde, carboxyllque ou OH, susceptible de former une liaison 
covalente avec un groupe NH2 de Thfemogloblne. 

Par agent d'actlvation utilise pour actlver la fonction Y du compos§ Z-Y dont II est question ci-dessus, on 30 
d6signe par exemple ceux choisis dans le groupe constltud par les carbodllmides ou le carbonyldllmldazole. 

Lorsque le site Z est fix6 par greffage radicalaire sur le polymdre est utilise un Initlateur radlcalaire tel que 
par exemple le nitrate ou le sulfate cerlque d'ammonium ou tout autre agent capable de cr6er des radicaux 
libres sur la chaTne polym6re (azobis isobutyronltrile. peroxydes, etc.). 

Selon un mode de r6alisation avantageux du proc§d6 de I'invention. tous les sites Z qui interviennent dans 35 
les liaisons covalentes entre le polymere et Th^moglobine sont les m§mes que les sites Z qui interviennent 
dans les liaisons ioniques entre le polymdre et ThSmogloblne. 

Dans le precede selon Tinventlon. si les groupes polaires du polymere sont ionisables et s'lts ne son* pas 
tous engag6s dans des liaisons avec les sites Z. ces groupes polaires sont de preference bloquSs afin d*6viter 
des Interactions ult6rieures avec les prot6ines plasmatiques in vivo . 40 

C'est ainsi lorsque les groupes polaires sont des amines, celles qui ne sont pas engag6es dans des liaisons 
avec les sites Z peuvent dtre bloqu6es par exemple d Talde d'anhydride acdtlque. 

Lorsque les groupes polaires sont des carboxyliques. ceux-ci peuvent §tre bloquds par exemple & Taide 
d'6thanolamlne. 

Le proc6d6 de I'invention est avantageusement effectuS dans des conditions telles que les groupes polaires 45 
du polymdre sont tous engages dans les liaisons avec lea sites Z, ce qui a pour consequence qu'il n*y a plus de 
blocage & effectuer sur les groupes polaires. 

Ces conditions consistent notamment k rdguler la quantity de sites Z fixds sur le polymere, en fonction des 
groupes polaires du polymere. 

Lorsque les groupes polaires ne sont pas prdexistants sur le polymdre mis en oeuvre mals doivent gtre fixSs 50 
sur le polymdre. on peut dgalement contrdler la quantlt6 de groupes polaires qu'on fixe, de fapon k ce que le 
nombre de sites Z fix6s sur le polymere soft celul souhaitd, sans qu'il y alt pour autant de groupes polaires 
(r6slduels) k bloquer apr^s fixation des sites Z 

Le contrdle du nombre de sites Z peut dtre trSs Int6ressant dans la mesure oO 11 Intervient dans la variation 
de P60. par I'lntenn6dlaire de la density de la charge negative provenant du site Z. S5 

Le contrdle de la fixation des groupes polaires sur le polymdre peut se faire de la fagon suivante : 

Dans I'exemple du dextrane amine, le nombre de groupes amines peut §tre moduli en contrdlant la reaction 
qui prdcdde et qui conslste i faire r6agir de repichlorhydrine sur le dextrane en presence de catalyseur. 

Ce contrdle peut Stre fait en talsant varier le temps de reaction ou en f aisant varier la quantitS de catalyseur. 

Le contrdle de la fixation des sites Z sur les groupes polaires du polymdre lorsque les groupes polaires sont 60 
pr6existants ou d6J& flx6s sur le polym6re peut se faire de la fapon suivante : 

- sort en falsant varier le rapport molaire entre les compos6s Z-Y d6finis cl-dessus et les groupes polaires du 
polymdre, 

- sort en falsant varier le rapport molaire entre I'agent d'activation d6fini ci-dessus et les groupes polaires du 
polymdre. ^15 
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Lorsque tes groupes Z sont grefffes par vole radicalalre. le contrdle de leur fixation se fait independament 
des groupes polaires, en modulant la quantit6 d'Inltiateur radicalalre utllisSe au cours de la reaction de 
greffage. 

En ce qui concerne la charge anionique, on a constate qu'll suffisait d'au molns une charge anionlque (que 
ce soit sulfate, phosphate ou carboxylate). par site Z, et qu'll suffisait d'au molns un tel site Z par polymere. 

En d'autres termes. on a consfat6 que le proc6d6 de I'Inventlon 6tait applicable ^ la preparation de 
conjugues comportant au molns un seul groupe anionique, et notamment un seul groupe anionique par 
polymdre (lequel groupe anionique n'intervlent pas dans le couplage covalent entre le polymdre et 
rh6mogloblne), pour former entre le polymdre et I'hemoglobine une liaison ionique. 

On a constate qu*une condition ndcessaire pour que les conjugues macromol^culaires obtenus par le 
proc§d§ de rinvention sclent hydrosolubles. d6nu6s de toxicite. de preference non antig^niques, et 
h6mocompatibles est que les polym6res P. susceptibies d'entrer dans la constitution des susdits conjugu6s 
macromoleculalres sclent hydrosolubles. denu6s de toxicity, de pr6f6rence non antlg6niques et 
h6mocompatibles. 

On a constats que la prfesence sur la chatne du polym6re de sites Z. porteurs de groupes anioniques qui 
jouent le rdle d'effecteurs permanents. augmente la presslon partielle pour laquelie 50 o/o de rh6mogiobine en 
solution est oxygenee. sans que cela puisse etre imput6 ^ rexistence 6ventuelle de llgands llbres 

Ces effecteurs permanents sont tels qu'ils permettent egalement & rh6mogloblne de passer rSversiblement 
de la forme d§soxyg6n6e ^ la forme oxyg6n6e. avec une stabiiisation plus forte de la conformation de la 
molecule d'h6moglobine sousfomie d6oxyg6n6e, ce qui entraTne une diminution de I'affinlt6 de rh6moglobine 
vis 4 vis de I'oxyg^ne. 

En d'autres termes. ces effecteurs permettent a rh6mogIobine de transporter reversiblement l'oxyg6ne, et 
notamment de relarguer facilement I'oxygdne dans les trssus qui sont Irrigues. 

La liaison covalente est telle qu'elle confere au conjugue macromoleculaire obtenu par le precede de 
rinvention une stabllite le rendant non biodegradable ou peu biodegradable en milieu plasmatique pendant le 
temps durant lequel le conjugu§ macromoleculaire doit assurer des fonctions oxyphoriques, c*est-A-dire 2^3 
jours, ce qui supprime la diffusion extrarenale et extravasculaire de l'h6mogIoblne, 

Dans les conjugues macromoleculalres obtenus par le procede de rinvention. I'h6moglobine est reli6e au 
polymere par au moins une liaison covalente mais au-dela d'un nombre critique de liaisons covalentes entre 
les polymeres et rhemoglobine. notamment quand II y a phenomene de reticulation Intermoleculaire cecl nuit 
aux proprretes de I'hemoglobine. 

Ce nombre critique de liaisons covalentes correspond au fait que la masse moieculaire moyenne en poids 
des conjugues macromoleculalres de I'Inventlon ne doit pas etre superieure ^ environ 1 000 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le jarocede 
de I'mvention qui sont degrades dans le milieu plasmatique ont une masse moieculaire moyenne en Doids 
d*environ 1 000 a 500 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le precede 
de rinvention et qui ne sont pas degrades dans I'organisme doivent avoir une masse moieculaire moyenne en 
poids egale ou interieure a environ 10 000, car au-dela de cette valeur les polymeres passent difficilement la 
barriere renale et s'accumulent done dans I'organisme. 

C'est notamment le cas des polyalkyiene glycols, de la polyvinylpyrrolidone, du polym6thylacrylate ou de 
certains polysaccharides, qui n'6tant pas blodegradables doivent presenter une masse mol6culalres moyenne 
en poids egale ou inferieure a environ 10 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le proc6d6 
de rinvention doivent itre utilises dans une gamme de poids moieculaire dans laquelie lis sont de preference 
non antigeniques. 

C est ainsi que dans le cas du dextrane, son poids moieculaire doit dtre inf6rleur a environ 70 000. 

La premiere etape de preparation des conjugues macromoleculaires de rinvention et qui conslste a fixer 
des sites Z sur le polym6re. peut etre effectuee par des methodes connues. 

La premiere etape de preparation des conjugues macromoleculalres de I'Inventlon peut 6galement §tre 
effectuee en utilisant des composes du type Z-Y dans lesquels Y est une fonction ald6hyde. carboxylique, 
amine, hydroxyle ou halogSne. Ces composes Z-Y peuvent §tre utilises en ayant recours a des techniques 
chimiques classiques ; on peut par exemple fixer de {'adde benzene penta- ou hexacarboxylique, de racide 
diphosphoro-2.3 glyc6rique. du pyridoxal-6'-phosphate sur un polymere pr6alablement polyamin6. 

Dans ce cas. il est imperatif d'eiiminer toute trace du compose Z-Y, par exemple par dessalage sur une 
colonne de filtration sur gel. En effet, II faut 6vtter la presence de compose Z-Y qui n'auralt pas reagi et qui 
meme en faible concentration avec les conjugu6s macromoleculalres de I'Inventlon peut fausser les 
conclusions relatives aux proprl6t6s des conJugu6s de rinvention. 

On peut egalement avoir recours a toute autre m6thode permettent de fixer des chaines polyanioniques sur 
un polymere. tel qu'une methode de greffage radicalalre. 

La seconde etape mentlonn6e cl-dessus est une etape de reaction entre le polymere et rhemoglobine et 
peut. SI necessalre. §tre eventuellement precedee d'une phase d'actlvatlon du polymdre avant que le polymere 
ne soit mis e reaglr avec rhemoglobine; mals cette activation peut 6tre pratlquement simultanee avec la 
reaction entre le polymere et rhemoglobine. 

Au cours de la seconde 6tape, le poIym6re r6aglt avec rhemoglobine et d'une part tes liaisons lonlques 
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entre les sites Z du polymdre et rh6moglobine et d'autre part les liaisons covalentes entre le polymere et 
rh6moglobine se foment. 

Dans le cas oO ce sont des groupes carboxyliques des sites Z qui Interviennent dans ta liaison covalente 
avec des groupes NH2 de rhfimogloblne, on peut utiliser pour activer les groupes carboxyliques les reactifs 
classiquement utilis6s dans la synthase peptldique, tels que les carbodlimides hydrosolubles. notamment le 5 
chlortiydrate de N'-6thyl-N-(3-dim6thylaminopropyI)carbodHmlde (EDCI). la N.hydrQxysuccInimlde. ou r6tho- 
xy-2-quinoline-1-carboxyIate d*6thyle (EEDQ). 

La liaison obtenue est alors une liaison amide. 

Dans le cas ou ce sont les groupes aldehyde des sites Z qui Interviennent dans la liaison covalente avec des 
groupes NH2 de rh6mogloblne, on peut par exemple avoir recours k raminatlon r6ductive. w 

L'amlnation r6ductive d'un aldehyde consiste a former une Imlne par Taction d'une amine, et a r6duire 
simultanSment I'imlne en amine d Taide d'un r6ducteur tel que NaBH4, NaCNBHs. le dimfethylamlnoborane ou 
HCOOH. 

La liaison obtenue est alors une liaison amine. 

Dans le cas oCi ce sont des groupes alddhydes des sites Z qui Interviennent dans la liaison covalente avec 15 
des groupes NH2 de rh6mogIoblne. on peut 6galement operer dans des conditions telles que la liaison 
obtenue soit une liaison Imine, laqueile peut ensulte §tre stabilis6e en amine par reduction avec un r6ducteur 
doux, tel que l*un de ceux mentionnfes ci-dessus! 

Lorsque les groupes Z. ne comportent ni groupes aldehydes, ni de groupes carboxyliques, mals qu'ils 
renferment des groupes hydroxyles dont certains sont sur des carbones adjacents, on peut former des 20 
groupes ald6hydes, par exemple par oxydatlon pferiodlque, notamment S Taide de Nal04. 

La liaison obtenue entre ces groupes ald6hydes et les amines de l'h§moglobine est alors une liaison Imlne, 
iaquelie peut dtre stabilises en amine par reduction, par exemple avec NaBH4. 

Lorsque les sites Z ne comportent ni groupes aldehydes ni groupes carboxyliques, mals comportent une ou 
plusieurs fonctions OH, les sites Z peuvent etre mis en jeu sur des groupes NH2 de I'hSmoglobine & I'alde d'un 25 
reactif appropri6 tel que le carbonyldilmidazoie. Dans ce cas, la liaison obtenue est une liaison carbamate 

-0-2-NH- 

Les conjugu6s macromol6culalres d'hemoglobine dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymere 
sont des liaisons imines peuvent ne pas etre stables dans I'organlsme, c'est pourquol fl convlent de stabiliser 30 
la fonction imine en amine, par exemple par r6ductlon par NaBH4. NaCNBHs. ou le dimfithylamlnoborane. 

Dans le cas oCi 11 est n6cessaire de stabiliser les liaisons covalentes, i'h§mogloblne n'est en tout cas pas 
soumise a plus de deux 6tapes de reaction, et dans les autres cas, qu'll y ait activation ou non du polymere P, 
l'h6moglobine est soumise & une seule 6tape de r6actlon, ce qui est partlcuII6rement avantageux car le 
nombre Iimlt6 d*6tapes de rfeactlon sur rh6moglobine (au plus 6gal k deux) est Tune des conditions 35 
essentlelles pour que, en plus du rendement de la reaction. Thfemoglobine ne soft pas denatur6e. 

Au cours de la deuxi6me 6tape, ii est en effet essentiel que rh6moglobine ne subisse au cours de la 
formation du conjugu6 macromol6cuiaire de i'invention ni d6naturation Importante, ni reduction sensible de la 
mobilit6 relative des diverses entlt6s qui la constituent afin de conserver, au molns en partle, ses propri6t6s 
oxyphoriques. ^ 

La deuxidme dtape de rfeactlon a lieu en milieu aqueux. tamponn6 ou non, a un pH d'envlron 5 k environ 9, 
6ventuellement en pr6sence d'un activateur comma Indlqu6 cl-dessus, pendant une dur6e sufflsante et de 
preference inf6rieure & celle ^ partir de laqueile II y a formation importante de methemoglobine (superieure a 
environ 5 «Vb). & une temp6rature assurant une conservation correcte de rh6mogiobine. 

Le milieu aqueux est tamponn6 par des tampons classiquement utllis§s, pour stabiliser le pH & la valeur 45 
souhaIt§e. 

La dur6e de r6actlon est d'environ 30 mn d environ 20 h, et avantageusement d'envlron 1 h d environ 8 h, 4 
une temperature d'envlron 3 A environ SO^'C. 

La duree de la reaction depend notamment de la temperature & laqueile on travallle. 

L'hemogloblne utflisee est sous forme oxyg6n6e, et on utilise avantageusement »une solution so 
d'hemoglobine d 10 0/0. 

Le rapport des concentrations molalres entre le polymdre et Themoglobine doit en outre §tre tel que ta plus 
grande partle des molecules d'hemoglobine solt liee de fapon covalente avec le polymere polyanionique. 

A titre d'exemple. on peut Indlquer qu'en falsant reagir, e une temperature d'envlron 3 k 30*0, en solution 
dans un milieu aqueux & pH voisin de 6,5. un melange de polymdre dextrane, dont la masse moi6cuIaire 55 
moyenne en poids est d'envlron 10 000 e environ 40 000, et d'hemoglobine dans lequel le rapport des 
concentrations molalres entre le dextrane et rhemogloblne est d'envlron 0.5 e environ 5, on obfient des 
GonJugu6s macromoI6culalres de I'invention. dont I'examen chromatographique, par exemple par permeation 
sur gel montre qu'll n'y a plus d'hemoglobine iibre. 

Selon un mode de realisation avantageux. le precede de I'invention est tel qu'aucune liaison lonlque et 60 
aucune liaison covalente n'est susceptible de s'etablir aiileurs qu'entre les groupes respectffs apprX)prf6s des 
sites Z du polymere et I'hemoglobine. 

Un precede de preparation de conjugues macromoieculaires avantageux de I'invention est caracteris6 en 
oe que Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et fa nature des 
charges negatives destines i creer une liaison lonlque entre un site et i'hemoglobine (non engagees dans 1^ 65 
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liaison entre un site et le polymdre et non engagees dans la liaison covalente entre un site et l'h6moglobine) 
soit la suivante : 

- lorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique constitu§ d'un sulfate ou d*un phosphate, 11 y a au 
moins un tel site Z tous les dix monomdres du poiymSre, 

5 - iorsqu'il s'agit de site Z contenant au molns deux groupes anloniques. constitues de sulfates et/ou de 
phosphates. 11 y a au moins un tel site Z par chaTne de polymere, 

- torsque chaque site Z contient des charges anloniques provenant de carboxylates, il taut au moins deux 
groupes carboxylates - non engages dans ta liaison covalente entre le polymdre et rh6mogtobine - sur un 
mdme site Z, et au moins un tel site Z tous les cinq monomdres, 

10 - Iorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins trois charges negatives provenant de carboxylates - non 
engages dans la liaison covalente entre le polymdre et rh6moglobine - il y a au moins un tel site Z par chains de 
polym6re. 

La relation entre le nombre de sites Z et de monomeres est statistique dans la mesure ou par exemple. 
lorsque il est indiqu6 qu'il y a au moins un site Z par cha?ne de polym6re, cela signifle que certalnes chaTnes de 
15 poIym6re ne peuvent comporter aucun site Z et certalnes autres chaTnes peuvent comporter deux sites, mais il 
est bien Evident que, pour dtre active vis-&-vis de I'hgmoglobine, une chaTne de pdymdre dolt contenir au 
moins un site Z. 

Selon un autre mode de realisation avantageux« te procSd6 de Tinvention de preparation de conjugues 
macromol6culaires est caract6risS en ce que Ton fixe les sites Z sur le polymSre P de telle sorte que la relation 
20 entre le nombre et la nature des charges negatives destines ^ cr§er une liaison ionique entre un site et 
I'hemoglobine (non engagees dans la liaison entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison 
covalente entre un site et le polymdre) soit la suivante: 

- Iorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, il y a 
au moins un tel site Z par chaTne de polymere et au plus un site Z tous les onze monomeres, 

25 - Iorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitu6 d'un carboxylate - non engag6 dans 
ta liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymdre et 
I'hemoglobine - il y au moins un tel site Z par chaTne de polymdre, 

- Iorsqu'il s*agit de site Z contenant deux charges anloniques provenant de deux carboxylates - non engages 
dans la liaison entre le site et le polymdre et non engages dans la liaison covalente entre le polymdre et 

30 I'hemoglobine II y a au moins un tel site Z par chaTne de polymdre et au plus un tel site Z tous les six 
monomdres. 

Les conjuguds d'hdmogloblne obtenus par mise en oeuvre selon cette variante du procddd de {'invention 
sont nouveaux. 

Selon un mode de rdalisation avantageux, te procddd selon I'inventlon est caractdrisd en ce que les liaisons 
35 covalentes entre le polymdre P et I'hdmogloblne sont dtablles entre au moins un groupe carboxylique ou 
aldehyde ou OH porte par les sites Z et au molns une amine de Themoglobine situde dans le site allostdrique 
de Thdmoglobine. notamment I 'amine de I'une au moins des deux valines p-terminales de I'hdmogloblne. 

Selon un mode de rdalisation avantageux du procddd de Tinvention, les ponts salins entre les groupes NHa* 
et les groupes COO" internes de I'hdmoglobine sont intacts lorsque I'hdmogloblne est sous forme 
40 ddoxygenee. 

On ddsigne par ponts salins, certalnes liaisons intra-moldculalres qui se forment entre des Ions NHs-^ et des 
anions COO", lorsque rhemoglobine est sous forme ddsoxygdnde. 

Les ponts salins dans les conjuguds macromoldculalres obtenus par le procddd de Tinvention dolvent de 
prdfdrence etre intacts. car si les ions qui partlclpent ^ la formation de ces ponts salins, sont engagds dans 
45 d'autres liaisons, le passage de Thdmoglobine de la forme oxygdnde & la forme ddsoxygdnde se fait tres 
dlfficilement et de manidre Incomptdte. 

L*expresslon 'ponts salins Intacts* signffie qu'au molns 50 (Vb des ponts salins ne sont pas altdrds, et 
qu'avantageusement 80 d 900^. voire 100 ^A), des ponts salins ne sont pas altdrds. 

Les critdres permettant de vdrifier si les ponts salins sont intacts sont notamment les sulvants : 

so 

a) Courbe d'afflnitd vis d vis de I'oxygdne : 

si la courbe d'afflnitd vis d vis de I'oxygdne (courbe de Barcroft) est ddplacde vers la droite par rapport d celle 
de rhemoglobine libre, cecl implique que les ponts salins ne sont pas modiflds. 

55 b) Coefficient de Hill (n) : 

ce paramdtre traduit Tallure slgmoTde de la courbe de Barcroft et refldte le caractdre plus ou moins coopdratif 
de la flxation de I'oxygdne. La valeur de n penrtet d'apprecler la penmanence du comportement allostdrique de 
rhdmogloblne. Dans le cas de Thdmoglobine native, ce coefficient est comprls entre 2,7 et 3,0. 

60 c) Effet Bohr : 

il consiste d ddterminer le comportement oxyphorique de I'hdmogloblne d differents pH. ce qui permet 
d'dvaluer les perturbations consdcutives aux diffdrentes manipulations. 

Selon un autre mode de rdalisation avantageux les conjuguds macromoldculalres de invention sont tels 
que les polymdres sont cholsis parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont le groupe 
65 alkyle comporte de 2 d 4 atomes de carbone, Tinuline. le dextrane et ses ddrivds. notamment le dextrane 
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amind, I'alcool polyvinytique, ta poiyvinylpyrrondone, la polym6thacrylate et ses d^rivSs, les polypeptides, les 
potyalkyldne glycols dans lesquels le groupe alkyldne comporte de 2 4 5 atomes de carbone, nolamment le 
po^6thyldne glycol et le poiypropyldne glycol; 

Les Gon]ugu6s d'h6mogloblne obtenus seldn le proc6d6 de I'lnvention sont tels que les liaisons ionlques 
entre le polymdre et Thdmogloblne sont Stabiles entre les groupes phosphate, sulfate ou carboxylate des sites 5 
2 du polymdre et les groupes amines de Th^moglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux de I'lnvention. (es conJugu6s macromoldculalres sont tels que les 
liaisons ionlques sont 6tablles entre les groupes carboxylates des sites Z du potymdre et les groupes NHa de 
rh^moglobine. 

Seion un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, les sites Z comportent OSO3H ou OPO3H2. 10 

Selon un autre mode de realisation avantageux de rinvention, les sites Z proviennent du pyridoxai^ulfate^ du 
disulfate d'6pin§phrine. du trisulfate d'6pinephrlne, du disulfate de norepinephrine* du trisulftkte d& 
norepinephrine, du disulfate de phenotphtaleTne. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de i'lnvention, les sites Z proviennent du pyridoxalphos- 
phate. de {'adenosine triphosphate, de la phosphotyrosine, de ta phosphoserine. de i'inositolhexaphosphate 75 
et ses derives, de I'inosltol tri-. tetra-. pentaphosphate et ses derives. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'lnvention, les sites Z comportent les groupes duivants : 

f COOH ] so 
-0-CH(C00H)2, F^^^H' O-CHjf CH-CHjJ-CH.-COOH, 
"^-f" L Jn 

COOH 

n variant 16 4. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'lnvention, le site Z provient : 30 

- d'un acide carboxyiique contenant au moins un groupe carboxylate sur ta chatne princlpale nbn engage dans 
la liaison entre le potymSre et le site Z et non engage dans la liaison covalente entre le site Z et rhemogloblne, 

- d'un acide benzenecarboxytique comportent au moins une fonction carboxyiique non engagee dans la liaisoh 
entre le polymere et le site Z et non engage dans la liaison covalente entre le site Z et Themoglbblne, 

- d'un groupe diphospho 2,3*glycerate» 35 

- de I'acfde citrique. 

- du propane 1, 2, 3 tricarboxylate 

- ou du butane tetracarboxylate. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'lnvention Z provient de rhydroxy-2-formyi-i5-phosphose- 
rlne benzamlde de formule : 40 

CHO 



COOH ^ 
I 

^CO-NH-CH 

OH CH2 OPO3H2 

SO 

ou du formyl-4-phosphoserine benzamlde de formule : 
CHO 

55 




COOH 
I 

CO-NH-CH 

CH^ OPO3H2 ^ 

La nature de la liaison qui retle Z au polymere depend des elements reactlonnels en presence et des 
conditions de reaction. 

Les liaisons qui unissent Z au polymdre sont des liaisons ether, ester, amide ou amine. 65 
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La liaison 6ther est obtenue par greffage radicalaire de Tacide acrylique, ou par action d*acida 
chlorosucclnique. sur les groupes OH des polymdres ; la liaison amide est obtenue par reaction entre les 
groupes carboxylates des groupes Z et les groupes NH2 des polymdres; la liaison amine est obtenue par 
reaction entre les groupes aldehydes des groupes Z et les groupes NHa des potym^res, suMe d'une 
5 reduction. Cette demidre reaction peut ^gatement %Xre effectu6e simultanSment & la premiere :amlnation 
reductive. 

A titre d'exemple. la liaison ester est obtenue 
. soit par action des groupes carboxyllques d*un site Z, sous forme anhydride, sur les fonctions OH d'un 
poiymdre, 

10 . soit par action d'un groups carboxytique d'un site Z sur les fonctions OH d*un polymere en presence d'agents 
de condensation tels que les carbodiimides. 

Selon un mode de realisation avantageux du proced6 de preparation, les conjugu6s de I'invention dans 
lesquels les sites Z sont relies au polymere par I'intennediaire d'une liaison ester peuvent §tre obtenus de la 
facon suivante: 

75 " dans une premiere 6tape, on fait r^aglr les sites Z dans lesquels les groupes carboxyllques sont sous forme 
anhydride, sur un polymere comportant des fonctions OH, dans un milieu dans lequel la polymere est soluble, 
pour fixer les sites Z sur le poiym6re; 

- dans une seconde 6tape, on fait r6aglr le polymfere P comportant le ou les sites Z avec de rh6moglobine sous 
forme oxyg§nee, dans un milieu non d^oxyg^ne, dans des conditions telles que rh^moglobine ne subisse pas 

20 de d^naturation et puisse passer aprds couplage avec le polymere de fagon reversible de la forme oxyg6n6e d 
la forme dgoxyg^nee. en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 ^ environ 9, 

pour former d'une part au molns une liaison lonique entre I'un au moins des sites Z portes par le polymere et 
Themoglobine et d 'autre part au moins une liaison covalente entre le m§me susdit site Z port6 par le polymere 
et I'hemoglobine. 

25 Selon un autre mode de realisation avantageux du precede de preparation, les conjugues de Tinvention 
dans lesquels les sites Z sont relies au polymere par rintermediaire d*une liaison ester peuvent etre obtenus 
de la fagon suivante: 

- dans une premiere etape, on fait reagir les sites Z comportant des groupes carboxyllques, sur un polymere 
comportant des fonctions OH. en presence d'un agent de condensation tel qu'une carbodlimide, pour fixer les 

30 sites Z sur le polymere; 

- dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemoglobine sous 
forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que Themoglobine ne subisse pas 
de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de fapon reversible de la forme oxygenee e 
la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 d environ 9, 

35 pour former d'une part au moins une liaison lonique entre I'un au moins des sites Z portes par le polymere et 
rhemogiobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le mdme susdit site Z porte par le polymere 
et rhemogiobine. 

Les carbodiimides utilisees dependent du milieu dans lequel le polymere est soluble. Lorsque le polymere 
est du polyethylene glycol, on peut utiliser une carbodlimide soluble dans I'eau ou dans un milieu organique. 
40 Lorsque le polymere est du dextrane, etant donne que le polymere est soluble uniquement dans I'eau, la 
carbodiimide utilisee est avantageusement le chlorhydrate de N'-ethyl-N(3-dlmethylaminopropyl) carbodli- 
mide (EDCI). 

Comme exemple de polymeres comportant des groupes OH on peut citer: 
le dextrarie, le polyethyieneglycol. 

45 Par 'site Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme anhydride*, on entend aussi blen les 
sites Z comportant deux groupes carboxyliques sous forme anhydride (monoanhydrldes) que ceux 
comportant un nombre pair de groupes carboxyliques dans lesquels cheque paire de groupes carboxyliques 
est sous forme anhydride (polyanhydrides: par exemple dianhydride ou trianhydride). 
Comme exemple de sites Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme anhydride on peut 

50 citer, outre les anhydrides d'acide polycarboxyllques, tels que le benzene 1,2,4,5 tetracarboxylique 
dianhydride, le benzene 1,2,4 tricarbos^ique anhydride, egalement le cyciobutane 1,2.3.4 tetracarboxylique 
dianhydride. la benzophenone tetracarboxylique dianhydride, I'anhydride de Tacide aconitique. 

Le procede de Tinventlon met avantageusement en oeuvre, e titre de site Z, le dianhydride d'acide 
polycarboxylique dans lequel Tun des groupes carboxyliques de Tune des fonctions anhydrides est engage 

55 dans la liaison covalente entre le polymere et rhemogiobine, et les autres groupes carboxyllques (dont ceux 
provenant des fonctions anhydrides) servent d la liaison lonique et & la liaison covalente entre le site Z et 
I'hemoglobine. 

Le procede de I'invention met avantageusement en oeuvre le compose de formule : 

60 
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Lorsque le polymdre est du dextrane, le milieu dans lequel est effectuS la premiere 6tape, dont question 
ci-dessus. est de I'eau. 25 

Dans le cas ou le polymere est du poly6thyl6ne glycol le milieu peut dtre de Teau ou un milieu organique tel 
que le dimethylformamlde. 

Les liaisons covalentes entre le poiymdre et I'li^moglobine, sont etablies entre les groupes NHa de 
i'hSmoglobine et les groupes carboxyliques, aldehyde ou OIH, qui se trouvent sur les sites Z. 

La liaison covaiente entre le polymere et i'iiemogiobine est une liaison amide, Imine, amine ou carbamate. 30 

Selon un mode de realisation particuii^rement avantageux de I'invention, les liaisons covalentes sont 
stabiles entre des groupes carboxyilques des sites Z du polymere et des groupes NiHa de i'h6mogiobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le proc^d^ de IMnvention concerne ia preparation de conjugues 
d'h§moglobine A partir de dextrane amin6 de masse moi6culalre d'environ 40 000. et d*environ 2.10"* moles 
d'acide benzenehexacarboxylique par g de dextrane. 35 

- les liaisons ioniques 6tant 6tabties par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzene pentacarboxy- 
late fixe sur le polymdre, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehtexacarboxylique, 
" et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyilques de I'acide benzenepentacar- 
boxylique > ^ la fois non engages dans la liaison entre Tacide benzenehexacarboxylique et le polymere et non 
engages dans les liaisons Ioniques ci-dessus definies - et des groupes NHa de rh6moglobine. 40 

Seton un mode de realisation avantageux, le proc6de de Tinvention concerne la preparation de conjugues 
d'h6moglobine a partir de dextrane amine, de masse moieculaire d'environ 10 000, et d'environ 3.5x10"^ moles 
d'acide benzenehexacarboxylique par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques §tant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy- 

late fixes sur le polymere. non engages dans ia liaison entre le polymere et Tacide benzenehexacarboxylique. 45 
' et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyilques de I'acide benzenepentacar- 
boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymere et non 
engages dans les liaisons Ioniques cl-dessus definies - et des groupes NH2 de Themoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le precede de I'invention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine e partir de dextrane amine, de masse mol6cuiaire d'environ 10 000, et d'environ 3,2x10"^ moles SO 
de benzenetetracarboxylique par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxylate 
fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenetetracarboxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre !es autres groupes carboxyilques de I'acide benzenetrlcarboxy- 
lique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenetetracarboxylique et le polymere et non 55 
engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de Themoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux. le procede de I'invention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine d partir de dextrane amine, de masse moieculaire d'environ 10 000, et d'environ 4.1 moles 
de butane tetracarboxylique par g de polymere, 

* les liaisons ioniques etant etablies par Tintermediaire des groupes carboxylates du butanetrlcarboxytate foce eo 
sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et i'acide butanetetracarboxyiique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyilques de I'acide butanetricarboxyli- 
que - e la fois non engages dans la liaison entre I'acide butanetetracarboxyiique et le polymere et non engages 
dans les liaisons ioniques cl-dessus definies - et des groupes NH2 de Themogloblne. 

Selon un mode de realisation avantageux, le precede de I'invention concerne la preparation de conjugues 65 
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d'h6mogIoblne & partir de monom6thoxypolyoy6thyl6ne mono amin6, de masse mol6cuIaire d'environ 5 000, et 
d'environ 1^x10'^ moles de benzenehexacarboxyllque par g de polymdre. 

- les liaisons ioniques dtant Stabiles par nntermSdialre des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy- 
late fix6 sur le polymdre. non engages dans te liaison entre le polymSre et Tacide benzenehexacarboxyllque 

5 - et les liaisons covalentes Stant 6tablies entre les autres groupes carboxyliques de I'aclde benzenepentacar- 
boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre Tacide benzenehexacarboxyllque et te polymSre et non 
engages dans les liaisons ioniques cMessus dSfinles - et des groupes NH2 de rh§moglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux. le proc6d6 de rinvention conceme la preparation de conjuguSs 
d'h6moglobine & partir de dextrane. de masse mol6culalre d'environ 10 000. et d'environ 6.3x10"* moles de 

10 benzene-1.2,4 tricarboxyllque par g de polymSre, 

- les liaisons Ioniques etant Stabiles par I'IntermfediaIre du groupe carboxylate du benzenedicarboxylate fix6 
sur le polym^re. non engag6 dans le liaison entre le polymere et Taclde benzene-1.2.4 tricarbojQrlique 

- et les liaisons covalentes 6tant Stabiles entre I'autre groupe carboxylique de Tacide benzSnedicarboxyli- 
que - ^ la fois non engagS dans la liaison entre Tacide benz6ne-1 .2.4 tricarboxyllque et le polymSre et non 

15 engagS dans les liaisons ioniques ci-dessus dSfinies - et des groupes NH2 de I'hSmoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procSdS de I'lnventlon concerne la preparation de conjugues 
d'hSmogloblne a partir de dextrane. de masse moleculalre d'environ 10 ODD, et d'environ I.ISxIO"^ moles de 
benzene-1 .2.4,5 tStracarboxylique par g de polymSre, 

- les liaisons ioniques Stant Stabiles par i'lntermSdiaIre des groupes carboxylates du benzenetricarboxylate 
20 fixS sur le polymSre, non engagSs dans le liaison entre le polymSre et I'aclde benzene-1 ,2.4,5 tetracarboxyllque 

- et les liaisons covalentes etant Stabiles entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenetricarboxy- 
lique - a la fois non engagSs dans la liaison entre I'aclde benzSne-l ,2,4,5 tetracarboxyllque et le polymSre et 
non engages dans les liaisons Ioniques cl-dessus definies - et des groupes NH2 de rhemoglobine, 

Les conjuguSs macromolSculalres obtenus par le procede de I'lnventlon prSsentent I'avantage d'etre 
25 synthetises facilement, sans fonmatlon ou presque de methemoglobIne,(lnferieure S environ 5 0/0) et de 
n'impliquer qu'un nombre limits de rSactlons sur I'hSmoglobine, ce qui evite sa dSnaturation. 

Par ailleurs. les conjuguSs macromolSculalres obtenus par le procSde de Hnvention ne renferment pas 
d'effecteurs de petite masse molSculaire, non liSs, qui entralnent dans les expSriences In vitro une 
augmentation de la P50. mais qui peuvent etre facilement SliminSs par diffusion extrarSnale ou extravasculaire 
30 au cours des essais in vivo, et dont I'effet s'annule rapidement. 

Les conjuguSs macromolSculalres obtenus par le procSdS de I'lnventlon prSsentent I'avantage de n'avoir 
pour ToxygSne qu'une afflnitS modSrSe, et d'avoir un volume hydrodynamlque Sieve, ce qui pendant les 
opSrations transfusionnelles augmente la persistance Intravasculaire de rhemoglobine par suppression de 
rhSmogloblnurie. 

35 Les conjugues d'hemogloblne liSs irrSverslblement a des polymSres polyanionlques prSpares selon 
rinvention peuvent, lorsqu'ils sont dlssous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le 
role de substituts du sang, notamment dans des Interventions nScessltant des transfusions ou la perfusion d 
organe. 

L'invention vise par consequent. Sgalement les solutions aqueuses renfermant les conjuguSs obtenus 
40 selon les procSdSs decrits ci-dessus et notamment les solutions rendues Isotonlques du sang, par dlalyse 

prolongSe centre une solution de Tyrode ( de composition NaCI 8 g/i ; KCI 0,2 g/l : CaCl2 0,2 g/l ; MgCIa 0.1 g/1; 

NaH2P04 0,05 g/l ; NaHCOa 1 g/l ; D.glucose 1 g/l) par exemple et concen-tration par ultrafiltration jusqu'^ 

obtenir pour I'hS-moglobine. une concentration d'environ 7 0/0. 
Des prSparations de conjuguSs macromoIScuIaires d'hSmoglobine obtenus par le procSdS selon 
45 rinvention, ont StS examinSes en tant que transporteurs d'oxygSne potentlels. On a pu montrer qu'elles sont 

effectivement capables de fixer I'oxygSne rSversiblement et en particuller de le restituer plus facilement que 

rhSmoglobine libre ainsi que I'lllustrent les courbes d'afflnltS pour I'oxygene des produits dScrits dans les 

exemples 1, 3 et 5 ci-aprSs et reprSsentSs sur la figure 5 qui sera commentSe ci-dessous. II apparatt en effet. 

que ces prSparations sont caracterisSes par des pressions de demi-saturation (Pso) qui peuvent etre trSs 
50 SlevSes (de 900 & 5 000 Pa) alors que dans les mSmes conditions (NaCl 0.05 M. pH 7. 25** C) celle de 

I'hSmoglobine native est Sgale k environ 480 Pa. 
Ainsi ces composes peuvent etre utillsSs pour founfiir k des tissus IschSmiSs des quantitSs d'oxygene 

importantes. Its peuvent Sgalement etre utillsSs en transfusion et etre administrSs a des patients, sous forme 

d'une solution aqueuse rendue Isotonique du sang, en prSsence ou non d'exclplents. Les composSs peuvent 
55 aussi Stre lyophllisSs en prSsence ou non d'un cryoprotecteur ou atomlsSs. et Stre redlssous dans Teau dcstanX 

utilisation. 

Les conjuguSs macromoIScuIaires obtenus par le procSdS de i'lnventlon ont StS testSs sur des souris 
relatlvement S la toxIcltS algue comma IndlquS cl-aprSs. 

Les diffSrents polymSres polyanionlques dScrits dans les exemples ont StS inJectSs S des souris de souche 
60 SWISS dans les conditions suivantes : les polymSres sont dlssous dans de Teau dIstillSe S une concentration 
comprise entre 2,5 g et 5 g/l et le pH est ajustS 4 7.4. 

0,5 ml de chaque solution sont alors InjectSs par vole IntrapSritonSale & 5 souris, dont le comportement est 
ensuite observS pendant une pSriode de 7 jours. Ces essais n'ont permis de dSceler aucun symptdme de 
toxicltS alguS. 

$5 L'invention a Sgalement pour objet de nouveaux conjuguSs macromoIScuIaires d'hSmoglobine non 
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biodegradables ou peu biodegradables. pendant le temps durant lequet le conjugue macromot6culaire doit 
assurer des fonctions oxyphoriques dans le plasma, pr6sentant pour Toxyg^ne une affinite inf6rleure ^ cells de 
rh^moglobine libre. caract6ris6 en ce qu'll est constitu6 : 

- d'une part par de rhemoglobine, laquelte peut passer de fa^on reversible de la forme d^oxygdn^e d la forme 
oxygen§e, 5 

- d'autre part par un polymdre P hydrosoluble, non toxique. de preference non antigenique, hemocompatible, 
de masse moieculaire d*envlron 1 000 & environ 500 000. de preference d'environ 1 000 e environ 100 000, 
comportant un ou plusleurs groupes polaires, de preference des groupes hydroxyies, carboxyles ou amines, 

- lequel polymers comporte des sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee par au 
moins un groupe choisi parmi les groupes suivants : sulfate, phosphate, carboxylate et destines ^ creer une 10 
liaison ionique avec le poiymdre, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxyiique. aldehyde ou OH. 
destine a creer une liaison covalente avec le polymere. 

- le polymere P etant relie e i'hemoglobine 

. d'une part par Tintemnediaire d'au moins une liaison ionique etablle entre Tune au moins charges negatives 
des sites Z port6s par le polymdre P et rh6mog!oblne. et 15 
. d'autre part par i'intermediaire d'au moins une liaison covalente etablle, entre I'un au moins des groupes 
carboxyliques, aldehyde ou OH du susdit site Z porte par le polymdre P et I'hemoglobine, 

- le nombre de liaisons covalentes entre le polymere et I'hemoglobine etant tel que le conjugue 
macromoleculaire a une masse moleculaire moyenne d'environ 70 000 e environ 1 000 000, de preference 
d'environ 70 000 ^ environ 500 000. la relation entre le nombre et la nature des charges negatives, le nombre de 20 
sites et le nombre de monomeres etant la suivante : 

' lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, il y a 
au moins un tel site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous ies onze monomer.es, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage dans 

la liaison entre ie site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymdre et 25 
rhemoglobine, il y au moins un tel site Z par chaTne de polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates, il y a au moins 
un tei site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous les six monomeres. 

Cette classe de conjugues macromoleculaires nouveaux de I'inventlon se caracterise notamment : 

- par le fait que I'une au moins des liaisons ioniques et Tune au moins des liaisons covalentes sont etablies a 30 
partir de groupes respectifs appropries situes sur le meme site Z 

- et par le fait qu'll y a au moins un seul site Z sus-defini par cheUne de polymere ; en d'autres termes, qu'un 
seul site Z sus-defini par chaTne sufflt. 

On a constate que cette classe de nouveaux conjugu6s macromoleculaires pr6sente des proprietes 
oxyphoriques interessantes, alors que les conjugues macromoleculaires d'hemoglobine dans lesquels les 35 
conditions entre la nature, le nombre de charges anioniques sur un site Z, et le nombre de sites Z par chaTne 
de polymere sont les memes mais different des conjugues definis ci-dessus par le fait que la liaison covalente 
est etablie entre un groupe carboxyiique, aldehyde ou OH qui n'est pas situe sur le site Z (qui comporte le 
groupe anionique), presentent une activite oxyphorlque peu ou pas interessante. 

Selon un mode de realisation avantageux de I'invention, tous les sites Z qui intervlennent dans les liaisons 40 
covalentes entre le polymere et I'hemoglobine sont les memes que les sites Z qui Intervlennent dans les 
liaisons ioniques entre le polymere et i'hemogiobine. 

Une classe avantageuse de conjugues macromoleculaires d'hemoglobine selon I'invention est constituee 
par ceux dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymere P et rhemoglobine sont etablies entre au 
moins un groupe carboxyiique ou aldehyde ou OH porte par les sites Z et au moins une amine de 45 
rhemoglobine situee dans le site allosterique de rhemoglobine, notamment I'amine de I'une au moins des 
deux valines p-termlnales de I'hemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires d'hemoglobine selon I'invention est 
constituee par ceux dans lesquels les ponts salins entre les groupes NHa^ et les groupes C00~ internes de 
rhemoglobine sont intacts lorsque I'hemoglobine est sous forme deoxygenee. 50 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon I'invention est constituee par ceux 
dans lesquels le polymere P est choIsi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalicylamidons dont la 
radical alkyle comporte de 2 e 4 atomes de carbone, rinuline, le dextrane et ses derives, notamment le 
dextrane amine. I'alcoot polyvlnytique. la potyvinylpyrroiidone. le polymethacrylate et ses derives, les 
polypeptides, ies polyaii<yiene glycols dans lesquels le groupe all^iene comporte de 2 e 5 atomes de carisone. 55 
notamment le polyethylene glycol et le polypropylene glycol. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon I'invention est constituee par ceux 
dans lesquels le polymere P a une masse moieculaire moyenne inferieure ou egale a 70 000, lorsqu'il est 
constitue par ie dextrane et ses derives, et une masse moieculaire inferieure ou egale a 10 000 lorsqu'il est 
choisi parmi les poiyallcyiene glycols, la polyvinylpyrrolidone ou le polymethytacrylate. 60 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon I'invention est constituee par ceux 
dans lesquels le site Z est relie au polymere par I'intermediaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon ('invention est constituee par ceux 
dans lesquels le site Z comporte des groupes OSO3H. OPO3H2. 0-CH(C00H)2, -0-GH(C00H)-CH2-C00H, 
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n variant de 1 d environ 4, ou provient du pyrldoxalsulfate, du pyridoxalphosphate, de I'adenosine triphosphate, 
de la phosphotyrosine. de la phosphoserlne, de rinositolhexaphosphate et ses d6riv6s, d'aclde 
polycarboxylique contenant de 2 & 10 atomes de carbone sur la chaTne principale, de I'acide 
benzfinecarboxylique comportant au molns trois fonctions carboxyliques, du 2,3 diphosphoglyc6rate. 
10 Une autre classe avantageuse de composes selon Tinvention est constitute par ceux dans lesquels aucune 
liaison ionlque et aucune liaison covalente n*est susceptible de s'§tablir ailleurs qu'entre les groupes 
respectifs approprits des sites Z du potym§re et rh6moglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugu6s macromoI6culalres selon invention est constitute par ceux 
dans lesquels les liaisons covalentes entre !e polymtre et rhtmoglobine sont 6tablles ^ partir des groupes 
15 carboxyliques provenant des sites Z fix6s sur le polymere et des groupes NH2 de Themoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjuguts macromoieculalres selon invention est constitute par ceux 
dans lesquels les liaisons lonlques entre le polymtre P et Thtmoglobine sont ttablies entre les groupes 
carboxylates des sites Z et Thtmogloblne. 

Tout ce qui a ttt dit ^ propos des conjuguts macromoltculalres obtenus A partir du nouveau proctdt dtcrit 
20 cl-dessus. s'applique notamment aux conjuguts macromoltculaires de I'Inventlon. 

Les nouveaux conjuguts macromoleculaires selon I'invention peuvent etre obtenus soit d partir d'un 
precede mettant en oeuvre roxyhtmoglcbine, soit & partir d'un proctdt mettant en oeuvre la 
deoxyhemogloblne. 

Les conjugues d'hemoglobine selon invention peuvent ttre obtenus de la fapon suivante : 
25 - on fixe, dans une premitre ttape, des sites Z comportant les groupes ionlques destints ^ creer une liaison 
ionique avec Thtmogloblne sur un polymtre P, dans le rapport sulvant : 

- lorsqu (I s'agit de site Z contenant un groupe anlonlque unique constitut d'un sulfate ou d*un phosphate, il y a 
au moins un tel site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous les onze monomtres. 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate. non engagt dans 
30 la liaison entre le site et le polymdre et non engage dans la liaison covalente entre le polymtre et 

I hemoglobine, 11 y au moins un tel site 2 par chaTne de polymtre, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non engagts 
dans la liaison entre le site et le polymtre et non engagt dans la liaison covalente entre le polymtre et 
rhtmogiobine, il y a au moins un tel site Z par chaTne de polymtre et au plus un tel site Z tous les six 

35 monomtres. 

le polymere P etant hydrosoluble, non toxique, de prtftrence non antigenique, hemocompatible, de masse 
moltculaire d'envlron 1 000 ^ environ 500 000, de prtftrence d'environ 1 000 ^ environ 100 000, comportant 
des groupes polaires, de prtftrence des groupes hydroxyles, carboxyliques ou amines, et les sites Z 
contenant d'une part au moins une charge negative portte par des groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou 
40 carboxylates, et contenant d'autre part au molns un groupe carboxylique. aldthyde ou OH, 

. soit en utillsant un compose Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable. telle que aldthyde* 

carboxylique. amine, hydroxyle ou halogtne, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites 2 sur le polymtre P ; 

- puis dans une seconde ttape. on fait reaglr le polymtre P comportant le ou les sites 2 avec de Phtmogloblne 
45 sous forme oxygente. dans un milieu non d6oxyg6n6. dans des conditions telles que I'htmoglobine ne 

subisse pas de dtnaturatlon et pulsse passer aprts couplage avec le polymtre de fagon reversible de la forme 
oxygtnee a la forme dtoxygtnte, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 A environ 9, 
pour former d'une part au moins une liaison Ionique entre Tun au moins des sites Z portts par le polymtre et 
Thtmoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le m§me susdit site 2 portes par le polymtre 
50 et Thtmoglobine. 

- lorsque la reaction ci-dessus indiqute conduit tventueliement k des fonctions Imines, celles-d peuvent etre 
stabilistes en fonctions amines, par exemple par reduction & I'aide de NaBH4, NaCNBHs, le dlmtthylamlnobo- 
rane ou HCOOH. 

Les conjuguts selon I'invention peuvent tgalement dtre obtenus selon le proctdt dtcrit dans la demande 
55 France n"" 86.09625. 

Les conjuguts d'htmogloblne lits inrtversiblement k des polymtres polyanioniques prtparts selon 
I'invention peuvent, lorsqu'its sont dlssous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le 
rfile de substituts du sang, notamment dans des Interventions ntcessltant des transfusions ou la perfusion 
d'organe. 

60 L'invention vise par consequent, tgalement les solutions aqueuses renfennant les conjugues decrits 
ci-dessus et notamment les solutions rendues Isotoniques du sang, par dialyse prolongte centre une solution 
de Tyrode ( de composition NaCI 8 g/l ; KCI 0.2 g/1 ; CaCl2 0,2 g/l ; MgCl2 0,1 g/l ; NaH2P04 0,05 g/l ; NaHCOa 1 
g/l ; D.glucose 1 g/l) par exemple et concentration par ultrafiltration Jusqu k obtenir pour I'htmogloblne, une 
concentration d'environ 7 0/0. 

65 Des preparations de conjuguts macromoltculalres d'htmogtobine obtenus selon rinvention. ont 6t6 



14 



BP 0 338 916 A1 



examinees en tant que transporteurs d'oxygdne potentiels. On a pu montrer qu'elles sont effectivement 
capables de fixer Toxygene rdversiblement et enparticulier de le restituer plus facilement que I'hemogtobtne 
libre. II appardit en effet, que ces preparations sont caract6rls6es par des presslons de demi-saturation (P50) 
qui peuvent §tre trds 6lev6es (de 900 d 5 000 Pa) alors que dans les mdmes conditions (NaCI 0.05 M, pH 7, 
25''C) ceiie de i'h6moglobine native est 6gale k environ 430 Pa. 5 

Ainsi ces con]ugu6s peuvent Stre utilises pour foumir k des tissus ischemics des quantltds d'oxygdne 
importantes. lis peuvent ^galement 6tre utilises en transfusion et §tre administrSs k des patients, sous fome 
d'une solution aqueuse rendue isotonique du sang, en presence ou non d'exctpients. Les composes peuvent 
aussi dtre lyophiiis6s en presence ou non d*un ciyoprotecteur ou atomisms, et etre redissous dan& i*eau avant 
utilisation. 10 

Les conjugu6s macromoi6cuiaires seion I'invention ont 6td testds relativement a ia toxicity aigu§. 

L'invention sera mieux comprise k Taide des exemples qui suivent ci-apr6s donnas k titre non limitatif. 

EXEMPLE 1 : Synthase d*un con|ugu6 covalent d'h§moglobine et de dextrane-benzdnepentacarboxylate 

(N4.M du dextrane 40 000). Couplage avec l*oxyh6mog)obine. 15 

Du dextrane amin6 contenant 5.10"^ moles de NH2 par g de prodult sec {solt 8 moles de NH2 pour 100 moles 
de glucopyranose) est prepare selon P, HUBERT et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1978, 75, 3143, par action de 
Tammonlaque sur du dextrane actlv6 k l'6plchlorhydrlne. 

1 g de ce dextrane amln6 est dissous dans 20 ml d'eau et le plH est ajuste k 6,5 avec HCI 0.1 N. On ajoute 
ensuite 1,7 g d'acide benzdne hexacairboxylique, puis 1 g de chlorhydrate de N'-6thyI-N-(3-dim6thytaminopro- 20 
pyl) carbodlimide (EDO!). Le plH est ramene k 6,5 et la reaction est poursuivle pendant 3 jours k 20° C. Aprds 
dialyse centre une solution d'acMate de sodium 0,5 M, le melange est traits a i'anhydride acetique pour 
bloquer les fonctions amines non substituees du dextrane. La solution est alors Spuree des contaminants de 
petite masse moleculaire par dessalage sur une colonne d'Uitroget AcA 202 (IBF-France) avec un tampon 
phosphate 0.2 M, pH 7,2. 25 

Aprks une dialyse prolong^e contra de I'eau, la solution contenant le poiymdre poiyanionlque est 
lyophilis^e. Le compose est conserve au frold sous vide. 

Le poiycarboxyiate de dextrane obtenu contient 2 10~^ moles de benzene-pentacarboxylate (B.P.C.) par g 
de polym^re. 

5 g du poiycarboxyiate de dextrane sont dissous dans 250 ml de NaCI 0,05 M. On ajuste le pH a 7 avec de la 30 
soude 0.1 i^ et on ajoute 150 ml d'une solution d'h6moglobine k 10 0/0. On ajoute ensuite 600 mg de 
chlorhydrate de N'-6thyl-N-(3<iim6thyl-aminopropyl) carbodiimide (EDCl) et la reaction est poursuivle k 20° C 
pendant 2 heures. On vferffie qu'll n y a plus d'hemogioblne libre sur le chromatogramme obtenu sur une 
colonne d'Ultrogel AcA 34 (IBF France). La P50 du conJugu6 est de 2660 Pa. (25° C. Tris 0,05 M, pH - 7,2 ; Hb 
libre dans les mdmes conditions : P50 = 430 Pa). 35 

EXEMPLE 2 : Synthase d'un conjugue covalent d'h6moglobine et de dextrane-benzenepentacarboxylate 
(M.M du destrane 10 000). Couplage avec l*oxyhemogloblne. 

Le polymere est pr6pare a partir d*un dextrane amine contenant 4.10-^ moles de NH2 par g de produit sec, 
prepare de ia mdme fapon que celui de i'exemple 1. 40 

1 g de ce dextrane amin6 est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajust6 k 7,5 avec NaOH 0,1 M. 

On ajoute ensuite 0.7 g d'acide benzene hexacarboxylique (B.H.C.) puis 1 g de chlorhydrate de 
N'-ethyi-N-(3-dim6thyi-amlnopropyI) carbodiimide (EDCl). La r6action est poursuivle pendant 1 jour k 20° C. 
Aprks dialyse centre une solution d'ac^tate de sodium 0.5 M le mdlange est traits a I'anhydride acetique pour 
bloquer les fonctions amines non substitutes du dextrane. La solution est alors kpurke des contaminants de 45 
petite masse moleculaire par dessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA 202 (IBF France) avec un tampon 
phosphate 0,2 M, pH « 7,2. On vferifle par chromatographie liquide haute performance k I'aide d'une colonne 
TSK G 3000 SW (LKB France) que le poiycarboxyiate de dextrane est totaiement kpurk du benzene 
hexacarboxylate en excds. 

Aprds une dialyse prolongde centre de t*eau la solution contenant le poiymdre polyanionique est lyophllis6e. SO 
Le compos6 est conserve au frold sous vide. Le poiycarboxyiate de dextrane obtenu contient 3^ 10"^ moles 
de B.P.C. par g de polymdre. 

2.5 g de poiycarboxyiate de dextrane sont dissous dans 150 ml de NaC! aqueux 0.05 M. On ajoute 100 mi 
d'une solution d'hemogioblne a 10 Q^. On ajuste le pH k 7.5 avec de la soude 0.1 M et on complete k 300 ml 
avec Nad aqueux 0.05 M. 55 

On ajoute ensuite 350 mg d'EDCI et la reaction est poursuivle ^ 20*" C pendant 2 heures. On v^rifie quMI n V a 
plus d'hemogioblne libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK Q 3000 SW (LKB France). 

La Figure 2 reprtsente la density optique en fonction du volume d'§lution et permet de constater qu'll n y a 
plus d'hemogioblne libre. Sur cette figure, Vo correspond au volume excius de la colonne et la fieche sous Hb 
correspond au volume d'eiution de Themoglobine libre, c'est-e-dire non coupiee au polymere. 60 

La P50 du conjugue est de 2720 Pa. (25° C, Tris 0.05M, pH « 7,2 ; Hb libre dans les mSmes conditions : 
P50 = 430 Pa). 
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EXEMPLE 3: Synthase d*un conjugu6 covalent d'h6mogIobine et de dextrane-benzdnetricarboxylate {M.M du 
dextrane 10 000), Couplage a roxyti6moglobine. 

Le poIym6re est pr§par6 a partlr d'un dextrane amine contenant 4.10-4 pr^oles de NH2 par g de polym^re sec. 

1 g de ce polymdre amin6 est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajust6 k 7.5 avec NaOH 0.1M. On ajoute 
5 ensuite 0.5 g d'aclde benzene 1Z4,5-t6tracarboxylique (B.T.C) puis 0.6 g d'EDCI. La reaction est poursuivie 
pendant 1 jour a 20*'C. U solution est alors tralt6e comme dans I'exemple 2, 

Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 3,2 10-4 moles de benzenetricarboxylate par g de polymere. 

0,5 g de ce polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaCI aqueux 0,05 M. On ajoute 10 ml 
d'une solution d'h^moglobine a 10 o^. On ajuste le pH d 7.5 avec de la soude 0.1 M et on complete k 40 ml avec 
10 NaCI aqueux 0,05 M. 

On ajoute ensuite 50 mg d*EDCI et la reaction est poursuivie A 20^*0 pendant 2 heures. On v6rifie qu'il n'y a 
plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). La 
Figure 3 repr^sente la density optlque en fonctlon du volume d*6lution et permet de constater qu il n'y a plus 
d'h6moglobine libre. Sur cette figure, la fidche sous Vo correspond au volume exclus de la colonne et la fl6che 
15 sous Hb correspond au volume d*6lutlon de rh6mogIoblne libre. c'est-a-dire non couplee 

La P50 du conJugu6 est de 710 Pa (25*0. Tris 0.05 M. pH = 7.2 ; Hb libre dans les memes conditions. 
P50 = 430 Pa). 

EXEMPLE 4: Synthase d'un conJugu6 covalent d*h6mogloblne est dextrane-butanetrlcarboxylate (M M du 
20 dextrane 10 000). Couplage d I'oxyh6mog!obine. 

Le polymere est pr6pare de la meme faqon que celul de I'exemple 3 en utilisant Tacide n-butane 
1.2,3.4-t§tracarboxylique (Bu.T.C). Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 4 10-* moles de 
butanetricarboxylate par g de polymdre. 

0,6 g de ce polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaCI aqueux 0,05 M. On ajoute 10 ml 
d'une solution d'hemoglobine 1 10 0/0. On ajuste le pH k 7,5 avec de la soude 0,1 M et on complete 4 40 ml avec 
NaCI aqueux 0.05 M. 

On ajoute ensuite 70 mg d'EDCI et la reaction est poursuivie a 20** C pendant 2 heures. On v6rifle qu'il nV a 
plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France) La 
P50 du conJugu6 obtenu est 540 Pa. (25''C. Tris 0.05 M. pH = 7,2 ; h6moglobine libre dans les memes 
30 conditions. Pso » 430 Pa). 

EXEMPLE5: Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de monom6thoxypolyoxyethyl6ne-benz6ne 
pentacarboxylate (M.M du polyoxyethylene : 5000. Couplage avec roxyh6mogIobine. 

Du monomethoxypolyoxyethylene amine. (MPOE-NH2. 2 10-^ moles de NHz par g de produit sec) est 
prepare selon M. LEONARD et al, Tetrahedron 1984, 40, 1581 . par action du bromure de thionyle sur du MPOE 
suivie d'une substitution par I'ammoniac. 

2 g de ce MPOE-NH2 sont dissous dans 50 ml d'eau et le pH est ajust6 a 8. On ajoute ensuite 1 4 g d'aclde 
benzene hexacarboxyllque (B.H.C). puis 0.8 g de chlorhydrate de N'-6thyl-N (3-dim§thyl-aminopropyl) 
carbodiimide (EDCI). On laisse la r6action se poursuivre une nult d temp6rature amblante. Le melange est 
ensuite acldifi§ a pH 1 par HCl aqueux 1 M : le polymdre est extrait au chlorure de m6thyI6ne. puis preclpite par 
I ether anhydre. , r 1- k k 

II est ensuite purifi§ par chromatographie sur colonne de Dowex. et ensuite sur colonne d*Ultrogel d'AcA 
202 (IBF. France). L'6!uat est dialyse contra de la soude aqueuse (pH 9). puis le polymere est lyophilise. 
0.2 g de ce polymdre contenant environ 1,5 10"* moles de benzene-pentacarboxylate (B.P.C) par g de 

45 polymere sont dissous dans 10 ml d'eau. On ajuste le pH & 7 et on ajoute 10 ml d'une solution d'h6mogloblne 
a 100/0. puis 10 mg d'EDCL Apr6s une heure de r6action, le melange est chromatographic sur colonne 
d'Uitrogel AcA 54 (IBF, France) afin de purifier le conJugu6 polymere d'hfemogloblne. La figure 4 correspond a 
la vanation de la density optlque en fonctlon du volume d'6lutlon et penmet de constater qu'il n'y a plus 
d^hemogtoblne fibre. Vo correspond au volume exclus de la colonne ; la fleche sous Hb correspond au volume 

50 d|6lution de rhdmogloblne libre. c'est-a-dIre non couplee, et celle sous MPOE-BPC correspond au volume 
d'6lutlon du polymdre non 116 k I'himoglobine.La P50 de ce conJugu6 est de 2400 Pa (25*' C. Tris 0 05 M pH 7 2 * 
Hb libre dans les mSmes conditions : Pso = 430 Pa). ' ' 
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EXEMPLE 6 



Synthase d'un conjugufe covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenedicarboxylate (MM du dextrane 
10 000 : liaison ester entre le dextrane et le site polycarboxylate). Couplage k I'oxyhemoglobine. 

Le dextrane-benzdnedlcarboxylate est pr6par6 en falsant r6agjr 7.5g de benzene 1,2,4 tricarboxylique 
anhydride avec 32 g de dextrane en milieu aqueux 4 pH 9 pendant 15 h; La solution est ensuite d6barrass§e de 
60 I'acide benzene 1 .2.4 tricarboxylique r6siduel par dessalage sur une colonne d'Uitrogel AcA 202 (IBF-France) 
avec un tampon phosphate 0,2M. pH 7.2. 

Aprds une dialyse prolong6e centre de I'eau, la solution contenant le polymere est lyophilis6e le 
polycarbolate de dextrane contient 6.3 10-^ moles de benzdnedlcarboxylate (B.D.C) par g de polymere. 

Ceci con-espond a environ 1 site 2 comportant deux groupes anioniques constitu6s de deux qrouoes 
65 carboxylates tous les 10 monomdres. 
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1 1 g de polycarboxyfate de dextrane sont dissous dans 250 ml d'eau. On ajuste le pH & 6,5 et on ajoute 150 
ml d'une solution d'h6mogloblne d 10 Vo. On ajoute ensuite 160 mg de chorhydrate de N'-6thyI-N (3 
dim6thylamlnopropyl) carbodilmWe (EDCI) et la rfeactlon est poursuMe A 20»C pendant 2 heures. 

Le conjugu6 d'hdmogloblne obtenu est un conJugu6 nouveau. 

Le melange est chromatographic sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour elimlner Thfemoglobine libre et les 
coontaminants. U Pso du conjugu6 purifiC est de 870 Pa (25*^0. Tris 0,05M. pH 7.2; Hb libre dans les mimes 
conditions: P50 = 430 Pa). 

EXEMPLE 7: 



Synthdse d'un conjugu6 covalent d'hCmoglobine et de dextrane-benzdnetricarboxylate (MM du dextrane 
10 000 -liaison ester entre le dextrane et le site polycarboxylate). Couplage ^ I'oxyhfemogloblne. 

Le dextrane-benzdnetrlcarboxylate est prepare en faisant reagir 26 g de benzene 1,2,4.5 tdtracarboxylique 
dianhydnde avec 20 g de dextrane en milieu aqueux 4 pH 9 pendant 15 h; La solution est ensuite d6barrassee 
de racide benzine 1,2.4.5 tetracarboxyllque reslduel par dessalage sur une colonne d'Uttrogel AcA 202 
(IBF-France) avec un tampon phosphate 0,2M, pH 12,. 

Apris une dialyse prolong6e centre de I'eau. la solution contenant le polymire est lyophilisee Le 
polycarboxylate de dextrane conient 1.15 10-3 pioles de benzenetricarboxylate (B.T.C.) par g de polymWe 

5 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml d*eau. On ajuste le pH ^ 7.0 et on ajoute 150 ml 
d'une solution d'hemogloblne i IOO/0, On ajoute ensuite 120 mg de chlorhydrate de N'-ethyl-N(3 
dlm6thylaminopropyl) carbodlimlde (EDCI) et la reaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures 

Le mfelange est chromatographic sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour ellminer I'himoglobine libre et les 
contaminants. U P50 du con]ugu6 purifi6 est de 2000 Pa (25'' C, Tris 0.05M, pH 7.2; Hb libre dans les memes 
conditions: Pso = 430 Pa). 

On peut 6gaiement preparer le conjugue d6flni ci-dessus ^ I'aide de dextrane et d'aclde benzene 124 5 
tetracarboxyllque. en presence de carbodilmlde soluble dans Teau tel que le chlorhydrate de N'-ithvl-N/s 
dimethylaminopropyl) carbodilmide (EDCI). ^ * 



EXEMPLE 8: 



On prepare, selon le protocole decrit dans Texemple 5. les conjugu6s ; 
. d*h6mogIobine et de polyithylenegtycol-benz6nepentacarboxylique 
. d'himoglobine et de poly6thyldnegtycol benzenetfetracarboxyllque 
. d*h6moglobine et de poly6thyl6ne-glycol-benz6netricarboxyIique 
. d'himogloblne et de polyethyl6neglycol-benz6ne-dlcarboxyllque. 

EXEMPLE 9: 

On prepare, selon le protocole decrit dans les exemples 6 et 7. le conjugue d'hemoglobine et de 
polyethyleneglycol-benzdnetricarboxylique. 

Pour preparer le polyethyleneglycol-benzenetricarboxylique. on fait reagir du benzene-titracarboxylique 
dianhydnde avec du poiyethylineglycol en milieu organique. tel que dimithylformamlde. La solution est 
ensuite d6barrass6e de I'acide benzene tetracarboxyllque reslduel par exemple par dessalage sur une 
colonne d'Ultrogel AcA 202 (IBF-France) avec un tampon phosphate 0,2M.pH 7.2. 

Apr6s une dialyse prolong6e centre de I'eau. la solution contenant le polymdre est lyophilisee. 

Le polycarboxylate de poly6thyl6neglycol est dissous dans de I'eau. On ajuste le pH k 7.0 et on ajoute une 
solution d'h6moglobine. par exemple k 100/0. On ajoute ensuite du chlorhydrate de N'-6thyl-N(3 
dimethylaminopropyl) carbodilmide (EDCI) et la reaction est poursuivie k 20"C pendant 2 heures. 

Le melange est chromatographie sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour 6llmlner rh6mogloblne libre et les 
contaminants. 

On prepare 6galement selon le protole Indlque precedemment. le conjugue d'hemoglobine et de 
polyethyleneglycol-benzene-dlcarboxyllque {k I'aide de poly6thyleneglycol et de benzene 1.2.4 tricarboxyllque 
anhydride). 

On peut egalement preparer des poiyethyl6neglycols - benzenepolycarboxylates en faisant r6aglr les acides 
benzenepolycarboxyliques sur les fonctions OH du polymere en presence de dicyclohexylcarbodllmlde/dlme- 
thylamlnopyridine dans le dlm6thylformamlde. 

EXEMPLE COMPARATIF 1 : 

Get exemple a pour but de comparer la Pso obtenue en mettant en oeuvre le procede de I'lnventlon pour 
preparer des conjugues d'hemoglobine dans lesquels la liaison covalente est etablie entre un groupe 
aldehyde non port6 par le site 2 sur lequel se trouve le groupe anionique phosphate. 

On prepare du phosphate de dextrane k I'aide de dextrane de depart de masse moleculaire d'environ 10 000 
que I on transforme en phosphate disodique contenant 80^ de phosphore, conform6ment au protocole decrit 
dans rexemple 1 de la demande France n**86.09625. 

On active le phosphate de dextrane par le periodate de sodium de facon k obtenir 13 aldehydes pour 100 
unites glucosldiques. , 9' ^ 

Ce dextrane phosphate aldehydique est mis k r6agir avec I'hemogloblne dans la proportion 1.5 en masse 
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(masse de dextrane / masse d'h^moglobine). & pH 8; Oria reaction est poursuMe d 4^C pendant 24 h. On 
ajoute ators une solution de NaBH4 dans NaOH 10~3N. Le melange est chromatographic pour controler qu'il 
n*y a plus d*hemogloblne libra (HPLC sur colonne TSK G 3000 SW Beckman). 

Quand la reaction est faite sur la d6oxyh6moglobfne selon le procSd6 dCcrit dans ta demande France n° 
5 86.09625, la P50 du conjugud d'hSmoglobfne est de 3380 Pa (25° C, Tris 0.05 M, pH 7.2). 

Dans les mdmes conditions, la Peo de ThSmoglobine libre est de 450 Pa. 

Quand la r§actlon est faite sur roxyhSmogloblne, conform6ment au proc6d6 de la pr6sente Invention, la P50 
du con{ugu6 d'h6moglobine est de 425 Pa (25*'C. Tris 0.05 M, pH 7.2). 
Dans les mdmes conditions, la P50 de I'hCmoglobine libre P50 est de 430 Pa 
10 Get exemple comparatif montre que le proc6d6 de preparation de conjuguds d*h6moglobine k Taide 
d'hCmogloblne oxyginde n'est pas applicable lorsque la liaison covalente est stabile entre un groupe 
aldehyde (carboxyllque ou OH) non fix^ sur le site Z comportant les charges anionlques. 



15 Revendicatlons 

1. ProcCdd de preparation de conjugu6s macromoldculalre hydrosolubles d'hemoglobine, non 
biodCgradables ou peu biodSgradables, pendant le temps durant lequel le conjugu6 macromoleculaire 
doit assurer des fonctions oxyphorlques dans la plasma. prCsentant pour I'oxyg^ne une affinity inf^rieure 

20 d celie de Th^moglobine fibre, caract6rls6 en ce que : 

- on fixe, dans une premiere §tape, des sites 2 sur un polymere P, a raison d'au moins un site Z par chaine 
de polymere, le polymdre P 6tant hydrosoluble, non toxique. de preference non anttgenique, 
h^mocompatible, de masse moiSculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de pr^fSrence d*environ 1 000 
a environ 100 000. comportant un ou plusieurs groupes polaires. de preference des groupes hydroxyles. 

25 carboxyliques ou amines, et les sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee par des 

groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou carboxylates et destin6e ^ cr6er une liaison lonlque avec 
rhemoglobine, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxyllque. aldehyde ou OH, destine d 
cr§er une liaison covalente avec I'hemoglobine, 

. soit en utilisant un compose Z~Y dans lequel Y est une fonction active ou activable a Taide d'un agent 
30 deactivation, telle que aldehyde, carboxyllque. amine, hydroxyle ou halogene, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymdre P; 

- puis dans une seconde 6tape, on fait rfeagir le polym6re P comportant le ou les sites Z avec de 
I'hemoglobine sous oxyg^n^e dans un milieu non deoxygen6, dans des conditions telles que 
I'hemoglobine ne subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de 

35 fagon reversible de la forme oxygen6e e la forme deoxygen6e, en milieu aqueux de pH compris 

d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison lonlque entre Tun au moins des sites Z portes par le polymere 
et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le m§me susdit site Z porte par le 

polymere et rhemoglobine, 

40 ' lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit 6ventuellement e des fonctions imines, celles-cl peuvent 

etre stabilrsees en fonctions amines, par exemple par reduction e I'alde de NaBH4t NaCNBHs, le 
dimethylaminoborane ou HCOOH. 

2. Precede de preparation de conjugues macromoteculalres selon la revendication 1, caracterise en ce 
que Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des 

45 Charges negatives destines e creer une liaison lonlque entre un site et I'hemoglobine (non engagees dans 

la liaison entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et 
I'hemoglobine) soit la sulvante : 

- lorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d*un phosphate, 11 y 
a au moins un tel site Z tous les dix monomeres du polymere, 

50 ' lorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins deux groupes anionlques. constitues de sulfates et/ou de 

phosphates. 11 y a au moins un tel site Z par chaine de polymere, 

> lorsque chaque site Z contient des charges anionlques provenant de carboxylates, II faut au moins deux 
groupes carboxylates sur un meme site Z. et au moins un tel site Z tous les cinq monomeres, 

- lorsque Tun au moins des sites Z contient au moins trols charges negatives provenant de carboxylates. 
55 il y a au moins un tel site par chaine de polymere. 

3. Precede de preparation de conjugues macromol6culalres selon la revendication 1, caracterise en ce 
que Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des 
charges negatives destines e creer une liaison lonlque entre un site et I'hemoglobine (non engagees dans 
la liaison entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et 

60 rhemoglobine) soit la sulvante : 

* lorsqu'il s*agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d*un sulfate ou d*un phosphate, 
il y a au moins un tel site Z par chaine de polymere et au plus un site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenartt un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage 
dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 

65 rhemoglobine. il y au moins un tel site Z par chaihe de polymere. 
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- lorsqu'il s'agit de site 2 contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non 
engages dans la liaison entre le site et le polymfere et non engag6 dans la liaison covalente entre le 
polym6re et l'h6moglobine, il y a au molns un site Z par chalne de polymfere et au plus un tel site Z tous les 
six monomdres. 

4. Proc6d6 selon les revendications 1 k 3. caracterise en ce que les iiaisons covalentes entre le 
polymSre P et I'h^moglobine sont 6tablies entre au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH port6 
par les sites 2 et au moins une amine de rh6moglobine situ6e dans le site allosterique de I'hemoglobine 
lorsque celle-ci est sous forme d6oxyg6n§e. notamment Tamine de l*une au molns des deux valines 
p-terminalesde ChSmogloblne. 

5. Proc6d6 selon les revendications 1 d 4. caracterise en ce que les ponts salins entre les groupes NH3+ 
et les groupes COO" Internes de l'h6mogiobine sont Intacts lorsque I'hemoglobine est sous forme 
d6oxyg6n6e. 

6. Proc6d6 selon les revendications 1 4 5, caract§rls6 en ce que te polymere P est cholsl parmi les 
polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamldons dont la radical alkyle comporte de 2 A 4 atomes de 
carbone. rinuline. le dextrane et ses derives, notamment Is dextrane amine, ralcool polyvinyljque la 
polyvinylpyn^olldone. le polym6thacrylate et ses derives, les polypeptides, les polyalkylene glycols dans 
lesquels le groupe alkyl6ne comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment le polyethylene glycol et le 
polypropylene glycol. 

7. Proc§de selon les revendications 1 a 6, caract6ris6 en ce que le polymdre P a une masse moI6culalre 
moyenne lnf§rieure ou 6gate ^ 70 000. lorsqu'il est consfrtue par le dextrane et ses derlv6s. et une masse 
mol6culaire inf6rleure ou egale ^ 10 000 lorsquMI est cholsl parmI les polyalkylene glycols la 
polyvinylpyrrolidone ou le polymethylacrylate. 

8. Precede selon les revendications 1 a 7. caracterise en ce que le site Z est rell6 au polymere par 
rintermediaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 

9. Precede selon les revendications 1 i 8. caracterise en ce que le site Z comporte les qrouoes OSO-qH 
OP03H2.0-CH(COOH)2.-0-CH(COOH)-CH2-COOH. 



0-CH. 



I COOH J 



2H(CH-CH2 )I -CH^-COOH, 



n vanant de 1 a environ 4. ou provient du pyridoxalsutfate, du pyridoxalphosphate, de i'adenosine 
triphosphate, de la phosphotyrosine. de la phosphoserine. de I'inositolhexaphosphate et ses derives 
d-acrde polycarboxylique contenant de 2 ^ 10 atomes de carbone sur la chains princlpale, de I'aclde 
benzenecarboxylique comportant au moins trols fonctions carboxyliques. du 2.3 diphosphoglyc6rate. 

10. Precede selon les revendications 1 ^ 9, caracterise en ce que les liaisons covalentes entre le 
polymere et rhemoglobine sont etablles ^ partlr des groupes carit)oxyliquees provenant des sites Z fix6s 
sur le polymere et des groupes NH2 de rhemoglobine. 

1 1 . Precede selon les revendications 1 a 10, caracterise en ce que les liaisons loniques entre le polymSre 
P et I'hemoglobine sont etablles entre les groupes carboxylates des sites Z et I'hemoglobine. 

12. Procede selon la revendlcatlon 1. caract6ris6 en ce que le polymdre est obtenu k partlr de dextrane 
amine de masse moieculaire d'envlron 40 000. et d'envlron 2.10"^ moles d'aclde benzenehexacariboxvli- 
que par g de dextrane, 

- les liaisons loniques 6tant etablies par nnterm6dlaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo- 
xylate fix6 sur le polymere. non engages dans la liaison entre le polym6re et Tacide benzenehexacarboxy- 

- et les liaisons covalentes 6tant etablles entre les autres groupes carboxyliques de Taclde 
benzenepentacarboxylique - k la fois non engages dans la liaison entre i'acide benzenehexacarbexylique 
et le polymere et non engages dans les liaisons loniques ci-dessus detlnles - et des groupes NH2 de 
I'hemoglobine. 

13. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu 4 partlr du dextrane 
amine, de masse moieculaire d'envlron 10 000. et d'environ 3.5x10-* moles d'aclde benzenehexacarbexy- 
lique par gde dextrane, ' 

- les liaisons loniques 6tant etablles par rinterm6dlalre des groupes carboxylates du benzenepentacarbe- 
xylate fixes sur le polymere. non engages dans la liaison entre ie polymere et I'aclde benzenehexacarbe- 
xylique, 

- et les Iiaisons covalentes etant etablles entre les autres groupes cartjoxyliques de I'aclde 
benzenepentacarboxylique - e la fols non engages dans la liaison entre I'aclde benzenehexacarbexylique 
et le polymere et non engages dans les liaisons loniques cl-dessus d6finies - et des groupes NH2 de 
rhemoglobine. 

14. Proc6d6 selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu e partlr de dextrane 
amine, de masse nfwl6culalre d'envlron 10 000, et d'envlron 3.2x10-* moles de benzenetetracarboxyllaue 
par gde dextrane, ' ^ 

- les liaisons loniques etant etablles par I'intermedlalre des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- 
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late fix6 sur le polymdre. non engages dans la liaison entre ie polymere et Tacide benzenetetracarboxyli- 
que. 

- et les nalsons covalentes 6tant Stabiles entre les autres groupes carboxyllques de I'acide 
benzenetiicarboxylique - & la fols non engages dans la liaison entre I'acide benzenetetracarboxylique et 

5 Ie polymdre et non engages dans les liaisons lonlques cl-dessus definles - et des groupes NH2 de 

rhSmogloblne. 

15. Proc6d6 selon la revendicatlon 1. caract6rise en ce que Ie polymdre est obtenu a partlr de dextrane 
amine, de masse moI6culaire d'envlron 10 000, et d'envlron 4.1 0"^ moles de butane tetracarboxyllque par 
g de polymere, 

10 - les liaisons lonlques 6tant Stabiles par TlntermSdialre des groupes carboxylates du butanetricarboxylate 

tix6 sur Ie polymdre. non engagSs dans la liaison entre Ie polymere et I'acide bulanetetracarboxylique 

- et les liaisons covalentes 6tant Stablies entre les autres groupes carboxyllques de I'acide 
butanetricarboxylique - a la fols non engag6s dans la liaison entre I'acide butanetetracarboxyllque et Ie 
polymdre et non engages dans les liaisons lonlques cl-dessus dSfinies-et des groupes NH2 de 

15 I'hSmoglobine. 

16. ProcedS selon la revendicatlon 1. caracterise en ce que Ie polymSre est obtenu A partlr de 
monomethoxypolyoy6thyl6ne amlnS, de masse mol6culaire d'envlron 5 000, et d'envlron 1.6x10-^ moles 
de bezenehexacarboxylique parg de polymere, 

- les liaisons lonlques etant Stabiles par Tintermedlaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo- 
20 xylate fixS sur Ie polymSre, non engagSs dans la liaison entre Ie polymSre et Tacide benzenehexacarboxy- 

lique 

- et les liaisons covalentes Stent Stabiles entre les autres groupes carboxyllques de I'acide 
benzenepentacarboxylique - k la fols non engagSs dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique 
et Ie polymdre et non engagSs dans les liaisons ioniques ci-dessus dSflnies - et des groupes NH2 de 

25 I'hSmoglobine. 

17. ProcSdS selon la revendicatlon 1, caractSrisS en ce que Ie polymere est obtenu A partlr de dextrane. 
de masse molScuIaire d'envlron 10 000, et d'environ 1.15x10-3 pioles de benz6ne-1 ,2,4.5 tStracarboxyli- 
gue parg de polymSre. 

- les liaisons ioniques etant Stabiles par I'lntermSdiaire des groupes carboxylates du benzSnetricarboxy- 
30 late fixe sur Ie polymere, non engagSs dans la liaison entre le polymSre et Taclde benzSne-1 ,2.4.6 

tetracarboxyllque 

- et les liaisons covalentes Stent Stabiles entre les autres groupes carboxyllques de Taclde 
benzenetrlcarboxylique - S la fols non engagSs dans la liaison entre Tacide benzSne-l, 2.4,5 tStracarboxy- 
llque et le polymere et non engagSs dans les liaisons lonlques ci-dessus dSflnles - et des groupes NHz de 

35 I'hemoglobine. 

18. ProcedS selon les revendlcatlons 1 d 17. caractSrisS en ce que a Tissue de la premiSre Stape. le 
polymSre comportant les sites Z est active avant d'etre mis en rSaction avec rhSmogloblne. 

19. ProcSde selon les revendications 1 d 18, caractSrisS en ce que I'activation consists S transformer les 
fonctions OH en groupes aldehydes, par exemple par oxydation periodique. 

40 20. ProcSdS selon les revendications 1 S 19. caractSrisS en ce que I'activation des sites Z du polymSre et 

sa mise en rSaction avec I'hSmoglobine sent pratiquement simultanSes. 

21. ProcSdS selon les revendications 1 S 20. caractSrisS en ce que les sites Z du polymSre : 

- sont activSs par exemple S I'alde de carbonyldiimidazole, lorsque les sites Z ne comportent pas de 
groupes aldShydes, mais qu'ils contiennent des fonctions hydroxyles, 

45 - ou bien sont activSs S I'aide de rSactifs utilisSs en synthSse peptidique. lorsque les sites Z comportent 

des groupes carboxyles. 

22. ProcSdS selon les revendications 1 d 21, caractSrisS en ce que la rSaction entre Ie polymSre et 
rhSmogloblne pendant un temps InfSrieur S celui entralnant au plus environ 5 ^/b de mSthSmogiobine, de 
prSfSrence pendant au plus 10 h, et S une tempSrature permettant une conservation conrecte de 

50 I'hSmoglobine. par exemple entre 3* C et 30" C. 

23. ProcSdS de prSparatlon selon Tune des revendications 1 S 22 de conjuguSs d'hSmogloblne dans 
lesquels les sites Z sont reliSs au polymSre par TintermSdlaire d*une liaison ester, caractSrisS en ce que : 

- dans une premlSre Stape. on fait rSaglr les sites Z sous fonne anhydride, notamment du benzSne 1 ,2.4,5 
tStracarboxyllque dianhydrlde ou du benzSne 1,2.4 tricarboxyllque anhydride, sur un polymere 

55 comportant des fonctions OH, notamment du dextrane ou du polySthylSneglycol, dans un milieu dans 
lequet te polymSre est soluble, pour fixer les sites Z sur le polymSre; 

- dans une seconde Stape, on fait rSagir le polymSre P comportant le ou les sites Z avec de rhSmogloblne 
sous fonne oxygSnSe, dans un milieu non dSoxygSnS. dans des conditions telles que I'hSmoglobine ne 
subisse pas de dSnaturatlon et puisse passer aprSs couplage avec le polymSre de fagon rSverslble de la 

60 forme oxygSnSe & la forme dSoxygSnSe. en milieu aqueux de pH compris d'envlron 5 S environ 9, 

pour former d'une part au molns une liaison lonlque entre I'un au molns des sites Z portSs par le polymSre 
et I'hSmoglobine et d'autre part au molns une liaison covalente entre ie meme susdit site Z ports par le 
polymSre et ThSmoglobine. 

24. ConjuguS macromolSculaire caractSrisS en ce qu'il est obtenu par le procSdS selon la revendicatlon 
65 3. 
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25. Con]ugu6 macromo)6culaire hydrosoluble d'h6moglobine, non bioddgradable ou peu biod6gradable. 
pendant le temps durant lequel le conjugufe macromol6culalre dolt assurer des fonctfons oxyphoriques 
dans le plasma, pr6sentant pour Toxygftne une affinity Inf6rieure & ceHe de I'h^mogloblne libre, 
caract6rls6 en ce qu*il est constitu6 : 

- d'une part par de rh6mogloblne, laquelle peut passer de fapon reversible de la forme d6oxyg6n6e k la 
forme oxyg6n6e. 

- d'autre part par un polym6re P hydrosoluble. non toxique, de preference non antig6nique, 
h6mocompatlble. de masse moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000. de preference d'environ 1 000 
k environ 100 000, comportant des groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles. 
carboxyliques ou amines, 

- lequel polymdre comporte un ou des sites 2 contenant d'une part au molns une charge negative portee 
par au moins un groupe choisi pamil ies groupes suivants: sulfate, phosphate, carboxylate. et destln6e d 
cr6er une liaison ionique avec le polymere, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxyllque, 
aldehyde ou OH, destine e creer une liaison covalente avec Themogioblne. 

- le polymere P etant relie k t'hemoglobine 

. d'une part par I'lntermedlalre d'au moins une liaison Ionique etablie entre I'une au moins des charges 
negatives des sites Z portes par le polymere P ©t rhemoglobine, et 

. d'autre part par I'intermedlalre d'au moins une liaison covalente etablle. entre l*un au moins des groupes 
carboxyllque. aldehyde ou OH des susdits sites Z portes par le polymere P et I'hemogloblne. 
-le nombre de liaisons covalentes entre le polymere et l'h6mogloblne etant tel que le conjugue 
macromoieculaire a une masse moieculalre moyenne d'environ 70 000 a environ 1 000 000, de preference 
d'environ 70 000 e environ 500 000, la relation entre le nombre et la nature des charges negatives, le 
nombre de sites et le nombre de monomeres etant (a suivante : 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate. 
11 y a au molns un tel site 2 par chalne de polymere et au plus un site tous Ies onze monomeres. 

- lorsqu 11 s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate. non engage 
dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 
rhemoglobine. 11 y au moins un tel site Z par chaine de polymere, 

- lorsque il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates, il y a au 
moins un tel site Z par chaine de polymere et au plus un site Z tous Ies six monom6res. 

26. Conjugue macromoieculaire selon la revendlcatlons 25, caracterise en ce que Ies liaisons covalentes 
entre ie polymere P et rhemoglobine sent etablles entre au molns un groupe carboxyllque ou aldehyde ou 
OH porte par Ies sites 2 et au moins une amine de I'hemogloblne sltu6e dans le site allosterique de 
rhemoglobine, notamment I'amlne de I'une au molns des deux valines p-termlnales de I'hemogloblne, 

27. Conjugue macromoieculaire selon Ies revendlcatlons 25 et 26, caract6ris6 en ce que Ies ponts salins 
entre Ies groupes NHa^ et Ies groupes COO' Internes de rhemoglobine sont intacts lorsque 
I'hemogloblne est sous forme deoxyg6n6e. 

28. Conjugue macromoieculaire selon Ies revendlcatlons 26 et 27, caracterise en ce que le polymere P 
est choisi parmi Ies polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamldons dont la radical alkyle comporte 
de 2 e 4 atomes de carbone, rinuline, le dextrane et ses derives, notamment ie dextrane amine, ralcool 
polyvinylique, la polyvinylpyrrolidone, le polymethacrylate et ses derives, les polypeptides, les 
polyalkyiene glycols dans lesquels Ie groupe alkyiene comporte de 2 e 5 atomes de carbone. notamment 
le polyethylene glycol et le polypropylene glycol. 

29. Conjugue macromoieculaire selon les revendlcatlons 25 e 28, caracterise en ce que le polymere P a 
une masse mol6culaire moyenne Inf erieure ou 6gale k 70 000, lorsqu'il est oonstltu6 par le dextrane et ses 
derives, et une masse moieculaire Inferieure ou egale 4 10 000 lorsqu'il est choisi parmi les polyalkyt6ne 
glycols, la polyvinylpyrrolidone ou Ie polymethylacrylate. 

30. Conjugue macromoieculaire selon les revendlcatlons 25 e 29. caract6ris6 en ce que le site 2 est relie 
au polymere par I'lnterm6diaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 

31. Conjugue macromoieculaire selon Ies revendlcatlons 25 e 30, caracterise en ce que le site 2 
comporte des groupes OSO3H. OPO3H2, 0-CH(C00H)2, -0-CH(C00H)-CH2-C00H, 



n variant de 1 & environ 4. ou provlent du pyridoxalsulfate, du pyridoxalphosphate, de I'adenosine 
triphosphate, de la phosphotyroslne, de la phosphoserine, de I'inositolh6xaphosphate et ses d6riv6s, 
d'acide polycarboxyllque contenant de 2 e 10 atomes de carbone sur la chaine principal, de I'acide 
benzenecarboxyllque comportant au molns trois fonctlons carboxyliques, du 2,3 diphosphoglycerate. 

32. Conjugue macromoieculaire selon les revendications 25 e 31. caract6ris6 en ce que Ies liaisons 
covalentes entre le polymere et rhemoglobine sont etablies e partir des groupes cariDoxyliques provenant 
des sites Zfix6a sur le polymere et des groupes NH2 de I'hemogloblne. 

33. Conjugue macromoieculaire selon les revendications 25 e 32. caracterise en ce que les liaisons 
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ioniques entre le polymSre P et I'h^mogloblne sont stabiles entre les groupes carboxylates des sites Z et 
rh^moglobine. 

34. Conjugu6 macromol6culaire dans lequet le polymdre est du dextrane de masse moleculaire d'environ 
10 000, les liaisons Ioniques 6tant ^tablies par I'intermSdiaire du groupe carboxylate du benzdnedicarbo- 
5 xylate fix6 sur le polymdre, non engage dans ta liaison entre le benzdne 1 ,2,4-trlcarboxylique anhydride et 

le polymgre, 

- les liaisons covalentes §tant Stabiles entre I'autre groupe carboxylique du benzdne-dlcarboxylate - 4 la 
fois non engagd dans la liaison entre le benzdne-1^,4-tricarboxylique anhydride et le polymdre et non 
engage dans la liaison ionlque d6finie ci-dessus - et des groupes NH2 de rh6moglobine, le nombre de 
10 groupes benzenedlcarboxylates 6tant d'environ 1 tous les dix monomeres. . 
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